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RESUMO

O processo de invasão do Plasmodium vivax aos reticulócitos é complexo, essencial para o
sucesso da infecção e coincide com o aparecimento dos sintomas clínicos da doença. Portanto,
proteínas envolvidas nesse processo constitui alvos no desenvolvimento de uma vacina contra
P. vivax. Recentemente estudos têm demonstrado que a combinação de múltiplos antígenos tem
efeito protetor contra a doença em mais de 90%, dos quais incluem a Duffy binding protein II
(DBPII) e a recém descrita Erythrocyte Binding Protein (EBP2), uma proteína paráloga da
DBPII. No entanto, o efeito protetor conferido pela associação DBPII/EBP2 foi observado
apenas para variante homóloga da DBPII. Para contornar o efeito da diversidade genética de
DBPII sobre o sistema imune, o imunógeno sintético baseado na DBPII, denominado de
DEKnull-2, foi construído para induzir anticorpos capazes de bloquear a interação entre
diferentes alelos DBPII e seu receptor cognato em reticulócitos, o qual, temmostrado resultados
promissores. Buscando contribuir no desenvolvimento de uma vacina, o conhecimento sobre a
aquisição e longevidade da resposta imune naturalmente adquirida para DEKnull-2 e EBP2,
bem como o estabelecimento de células B de memória (MBCs) de longa duração são
necessários. Com a vantagem de estudar uma população exposta uma única vez a um surto de
malária causado por P. vivax fora da região endêmica brasileira, numa primeira etapa,
avaliamos a aquisição e longevidade da resposta de anticorpos IgM e IgG contra as EBP2,
DBPII e DEKnull-2, e a proteína bem caracterizada e imunogênica MSP1-19. Para isso,
realizamos um acompanhamento de 12 meses dos indivíduos expostos (16 casos e 22 não caso)
em quatro cortes transversais com intervalo de 3 meses. Os nossos resultados mostram que uma
única exposição ao P. vivax não foi suficiente para induzir níveis relevantes de IgM ou IgG
contra EBP2, DBPII ou DEKnull-2. No entanto, após infecções de P. vivax recorrentes houve
um aumento expressivo na resposta de IgG contra DBPII e DEKnull-2, sendo essa resposta
estável para DEKnull-2 ao longo de 12 meses. Polimorfismo no gene ebp2 não parece explicar
a baixa resposta de anticorpos contra EBP2, uma vez o isolado de P. vivax do surto mostrou
alta identidade com o isolado referência (proteína recombinante utilizada nos ensaios
sorológicos). Embora pouco imunogênica em indivíduos expostos uma única vez ao P. vivax,
a EBP2 foi altamente imunogênica em indivíduos com longa exposição à malária, com
frequência de respondedores que variaram de 35% a 92%, dependendo do número de episódios
de malária. Na segunda etapa, avaliamos a longevidade da resposta de células B de memória
(MBCs) contra DBPII e DEKnull-2 após 13 anos a ocorrência do surto de malária. Apesar dos
anticorpos antígeno-específicos contra P. vivax não serem detectados após 13 anos da única
exposição, MBCs antígeno-específicas ainda foram detectadas. Especificamente, 44% dos
indivíduos caso apresentaram MBCs diferenciadas em células secretoras de anticorpos (ASCs)
específicas para DEKnull-2 e 33% para DBPII. Além disso, a resposta de ASCs para DEKnull-
2 teve maior amplitude comparada com a DBPII. Uma análise de correlação dos dados de
sorologia IgM e IgG com o perfil de subpopulações de células B mostrou correlação positiva
com anticorpos contra DBPII e MBCs atípicas enquanto para DEKnull-2 a correlação foi
significativa com as MBCs clássicas. Em conjunto, o presente trabalho mostra que a EBP2
apesar de pouco imunogênica após uma breve exposição ao P. vivax, é altamente imunogênica
em indivíduos com longa exposição à malária. Além disso, nossos resultados reforçam o
potencial da DEKnull-2 como um importante candidato vacinal contra o P. vivax.

Palavras-chave: Plasmodium vivax, anticorpos, células B de memória, EBP2, DEKnull-2



ABSTRACT

Plasmodium vivax blood-stage invasion process into reticulocytes is complex, critical for
parasite development, and associated with clinical disease. Therefore, blood-stage proteins are
targets for vaccine development against P. vivax. Recently, studies have been demonstrated that
combination of multiple P. vivax proteins showed strong protective effect (>90%), including
Duffy binding protein II (DBPII) and novel Erythrocyte Binding Protein (EBP2), a DBPII
paralog. However, the association of DBPII/EBP2 was found only against a homologous DBPII
allele. To overcome the genetic diversity of the DBPII, the engineering vaccine DEKnull-2 was
constructed to induce inhibitory antibodies able to block the interaction between different
DBPII allele and its cognate receptor on DARC positive reticulocytes, that it has showed
promised results. Thus, the understanding of acquisition and longevity of natural immune
response against DEKnull-2 and EBP2, as well as the generation of long-term memory B cells
(MBCs) response are necessary for development of an effective vaccine against P. vivax. Here,
we took advantage of a small outbreak of P. vivax malaria, located in a non-endemic area of
Brazil, firstly, we investigated the acquisition and longevity of IgM/IgG antibodies against
EBP2, DBPII, DEKnull-2, and well-characterized and imumunogenic MSP1-19, among
individuals who had their first and brief exposure to P. vivax. In the outbreak area, the
experimental approach included 4 cross sectional surveys at 3-month interval (12-month
follow-up) including exposed individuals (16 cases, and 22 non-cases). The results
demonstrated that while a brief initial P. vivax infection was not efficient to induce IgM/ IgG
antibodies to EBP2, DBPII or DEKnull-2, IgG antibodies against DBPII and DEKnull-2 (but
not EBP2) were boosted by recurrent blood-stage infections, with a stable IgG response against
DEKnull-2 within 12 months. Polymorphism in the ebp2 gene does not seem to explain EBP2
low immunogenicity as the ebp2 allele associated with P. vivax outbreak presented high identity
to the original EBP2 isolate used as recombinant protein. Although EBP2 antibodies were
barely detectable after a primary episode of P. vivax infection, EBP2 was highly recognized by
long-term malaria-exposed Amazonian range from 35% to 92% according to previous malaria
episodes. In the next step, we evaluated the longevity of MBCs response to DBPII and
DEKnull-2 after 13 years of the outbreak. Although the antigen-specific antibodies did not
detect 13-years after a single and brief P. vivax exposure, MBCs were detected. Specifically,
44% of case individuals showed the differentiation of MBCs in antibody secreting cells (ASCs)
for DEKnull-2, and 33% for DBPII. The higher levels of ASCs were observed for DEKnull-2
than DBPII. Correlation analysis between IgM/IgG specific-antibodies and MBCs subset
showed a positive correlation between antibodies against DBPII and atypical MBCs, while
DEKnull-2 antibodies positively correlated with classical MBCs. Taken together, our results
showed EBP2 was poor immunogenic after a single and brief P. vivax exposure, but it is highly
immunogenic after long-term malaria exposure. Furthermore, our results highlighted the
potential of DEKnull-2 as a vaccine candidate.

Keywords: Plasmodium vivax, antibodies, memory B cells, EBP2, DEKnull-2
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Situação atual da malária

A malária é uma das doenças infecto-parasitárias de maior importância na saúde pública

mundial e amplamente distribuídas nas regiões de clima tropical e subtropical do planeta. Desde

o ano 2000, investimentos maciços têm sido direcionados ao combate à malária, visando o

controle e eliminação da doença. De fato, até o ano de 2015 foi observada uma expressiva

redução no número de casos registrados, no entanto essa tendência não foi mantida nos últimos

anos. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), houve um aumento no número de

casos de 211 milhões em 2015 para 241 milhões em 2020. Além de um aumento no número de

casos em 2020, também houve aumento no número de óbitos de 558.000 em 2019 para 627.000.

Acredita-se que esse aumento no número de óbitos se deve principalmente a interrupção de

serviços de prevenção à malária na África durante a pandemia de COVID-19 (WHO, 2021).

Das seis espécies de plasmódio que causam malária em humanos (Plasmodium

falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, P. knowlesi e P. simium), o P. vivax é a espécie de

maior distribuição geográfica e que mais acomete o homem fora da África. Estima-se que em

2020, o P. vivax tenha sido responsável por causar malária em 4.5 milhões de pessoas (WHO,

2021). Nas américas, a malária é endêmica em 19 países e a espécie P. vivax responde por 80%

dos casos de malária na região (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020).

Na América do Sul, os países Brasil, Colômbia e Venezuela representaram juntos cerca

de 77% dos 232.000 casos registrados em 2020 no continente (MINISTÉRIO DA SAÚDE,

2021; WHO, 2021). No Brasil, a região da Amazônia legal, composta pelos estados do Acre,

Amazonas, Amapá, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins, é

considerada endêmica para malária compreendendo 99% dos casos notificados. (MINISTÉRIO

DA SAÚDE, 2021). Em 2020, foram registrados 145.188 casos de malária, uma redução de

7,8% em relação ao ano anterior (2019), dos quais a espécie P. vivax foi responsável por 89%

dos casos. Dados preliminares do Ministério da Saúde apontam uma tendência de queda, já que

houve uma redução de 12,5% (57.374) dos casos notificados no primeiro semestre de 2021 em

relação ao mesmo período de 2020 (65.558) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). A redução da

morbidade e mortalidade da malária são reflexos principalmente de investimentos em

programas de controle e prevenção por parte do Ministério da Saúde, que visam o diagnóstico



e tratamento precoce dos casos clínicos, bem como controle vetorial (FERREIRA; CASTRO,

2016; GRIFFING et al., 2015; SAMPAIO et al., 2015). No entanto, apesar da redução no

número de casos, o ano de 2020 apontou um aumento de 18,9% (44) nos óbitos por malária em

relação a 2019 (37 óbitos), fato possivelmente explicado pelo aumento de casos de malária

causada por P. falciparum no país, ou ainda pela pandemia de COVID-19, que pode ter

contribuído pela demora na busca de diagnóstico e tratamento adequado (MINISTÉRIO DA

SAÚDE, 2021).

Ainda que os dados apontem para uma tendência na redução no número de casos de

malária no Brasil, a doença ainda é considerada de difícil controle no território devido a fatores

como: (i) intenso e descontrolado movimento populacional, relacionado com a busca por

melhores condições de vida entre estados e municípios brasileiros ou países vizinhos, como

Venezuela e Peru (CARLOS et al., 2019); (ii) presença do mosquito vetor em praticamente todo

o território brasileiro (MELO et al., 2020); (iii) surgimento de infecções assintomáticas ou

submicroscópicas (ALMEIDA et al., 2021; AMARAL et al., 2019); e (iv) expansão de parasitos

resistentes as drogas atualmente disponíveis (FERREIRA et al., 2021).

Os casos de malária notificados fora da região endêmica brasileira também podem ser

apontados como um dos desafios no controle e eliminação da malária no país. Em grande parte,

os casos extra-amazônicos são notificados como importados da área endêmica brasileira, de

países vizinhos com transmissão ativa ou de indivíduos regressos do continente africano

(CARLOS et al., 2019). Apesar de representarem apenas 1% do total de registros, esses casos

merecem especial atenção uma vez que eles podem atuar como caso índice de surtos da doença.

Na área não endêmica, a taxa de letalidade chega a ser cerca de 123 vezes maior que a registrada

na região endêmica. Enquanto que a chance de uma pessoa morrer de malária na região

endêmica é de apenas 0,02%, essa taxa sobe para 2,04% na região extra-amazônica

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). Isso porque fora de área endêmica a suspeita de malária

não é imediata, e a demora para iniciar o tratamento adequado do paciente pode levar ao

agravamento do quadro e maior risco de vir a óbito (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020).

Contudo, os casos importados não são os únicos responsáveis pela transmissão de

malária na região extra-amazônica. Transmissão autóctone tem sido registrada ao longo da área

de mata Atlântica brasileira nos estados do Espírito Santo, Rio de Janeiro, São Paulo, e Paraná

(CARLOS et al., 2019; DE PINA-COSTA et al., 2014). Em regiões de Mata Atlântica, o



principal vetor apontado como transmissor de malária é o mosquito Anopheles (kerteszia)

cruzii. Este vetor é capaz de realizar o repasto sanguíneo em copas de árvores e próximo ao

solo, podendo infectar primatas não-humanos e o homem, fato que ajudou a descrever o perfil

zoonótico da malária na região de Mata Atlântica (BRASIL et al., 2017; DE ALVARENGA et

al., 2018). A espécie Plasmodium simium tem sido descrita como o causador de malária nessa

região. Dessa forma, indivíduos em contato com as áreas de mata atlântica podem estar sob o

risco de contrair a malária (BRASIL et al., 2017; DE ALVARENGA et al., 2018).

Em Minas Gerais (MG) a transmissão da malária é baixa, apesar do estado possuir

fatores que podem contribuir na disseminação da doença, como a presença do vetor e o fluxo

migratório de indivíduos infectados em áreas endêmicas. Focos de transmissão autóctone já

foram descritos em diversas cidades do estado, como Montalvânia, Mantena, Uberlândia,

Monte Alegre de Minas, Sousa e Diamantina (BENTES; COSTA; TEIXEIRA, 2018;

CERAVOLO et al., 2009; CHAVES et al., 1995; FONTES; BATHURST; KRETTLI, 1991;

LIMONGI et al., 2008). No período de 2010 a 2018, MG registrou 703 casos de malária (SES-

MG, 2018).

1.2 Ciclo biológico

Parasitos do gênero Plasmodium spp possuem um complexo ciclo biológico que envolve dois

hospedeiros: (1) hospedeiro invertebrado fêmeas dos mosquitos do gênero Anopheles onde

ocorre a fase de multiplicação sexuada; e (2) hospedeiro vertebrado o homem, onde ocorre a

fase assexuada do ciclo biológico (CROMPTON et al., 2014; MUELLER et al., 2009).

No homem a infecção se inicia com a inoculação de esporozoítos (formas infectantes)

na derme durante o repasto sanguíneo de fêmeas anofelinas infectadas (GUEIRARD et al.,

2010) (Figura 1). Parte desses esporozoítos atingem a corrente sanguínea, migram através de

células de Kupffer e hepatócitos até que se estabelecem em uma das células do fígado

(TAVARES et al., 2013), dando início do ciclo hepático que ocorre de forma assintomática no

homem. Nos hepatócitos ocorre a formação do vacúolo parasitóforo dando continuidade ao

processo de esquizogonia. Nesta etapa, diferentemente de P. falciparum, a espécie P. vivax

pode desenvolver formas latentes denominadas de hipnozoítos que podem ficar latentes durante

semanas ou meses nos hepatócitos (KROTOSKI, 1985; WHITE, 2011). A reativação de

hipnozoítos pode levar a um novo quadro de malária clínica (recaídas) com potencial para



infectar novos mosquitos, e consequentemente infectar um novo hospedeiro humano (WHITE,

2011). Os esporozoítos, no interior do vacúolo parasitóforo, sofrem sucessivos ciclos de

multiplicação assexuada e diferenciação dando origem a milhares de merozoítos (HOLZ;

FERNANDEZ-RUIZ; HEATH, 2016) que serão liberados diretamente na corrente sanguínea

por brotamento de vesículas, conhecidas como merossomos (STURM, 2006). Livres na

corrente sanguínea, os merozoítos rapidamente reconhecem as células alvos, as células

vermelhas, onde iniciam o processo de invasão (COWMAN et al., 2016) que envolve uma série

de etapas sucessivas mediadas por interações moleculares especificas do tipo ligante/receptor

entre proteínas do parasito e os receptores das células alvo (PETTER; DUFFY, 2015).

Estabelecida a invasão nos eritrócitos e formação do vacúolo parasitóforo, ocorre uma

extensa multiplicação assexuada que originará entre 16-36 novos merozoítos. Esses novos

parasitos serão liberados na corrente sanguínea através do rompimento da membrana dos

eritrócitos reiniciando o ciclo de invasão, a cada 48 horas para as espécies P. vivax e P.

falciparum (COWMAN et al., 2016). Essa etapa do ciclo, coincide com o aparecimento dos

sintomas clínicos da malária como febre, dor de cabeça, calafrios, náusea e fraqueza que estão

associados com a liberação de moléculas, como o glicofosfatidilinositol (GPI) e hemozoína

ligada a DNA do parasito, que vão atuar como fatores pirogênios na circulação (ANSTEY et

al., 2009). Um vez na circulação, esses pirogênios ativam o sistema imune produzindo uma

resposta inflamatória, que pode direta ou indiretamente contribuir para a eliminação da infecção

(LIMA-JUNIOR; PRATT-RICCIO, 2016). Parte dos merozoítos darão origem as formas

sexuadas feminina e masculina do parasito (gametócitos) que são infectantes para o mosquito

vetor (SINDEN, 1983). O aparecimento de gametócitos de P. falciparum na circulação

periférica ocorre de forma concomitante com os sintomas clínicos iniciais (8 a 11 dias após a

infecção) (COWMAN et al., 2016; MEIBALAN; MARTI, 2017), enquanto para P. vivax já é

possível observar gametócitos circulantes antes de qualquer sintoma (até 7 dias após a infecção)

(BOUSEMA; DRAKELEY, 2011; VALLEJO et al., 2016). No momento do repasto sanguíneo,

as fêmeas do mosquito de anofelinos ingerem os gametócitos femininos e masculinos que

atingem o intestino médio, fecundam e formam o zigoto diplóide. Posteriormente, haverá o

desenvolvimento dos oocinetos móveis, oocistos que se maturam e diferenciam em

esporozoítos que se maturam nas glândulas salivares e estarão aptos para infectar os anofelinos

e dar continuidade ao ciclo biológico (CROMPTON et al., 2014; MEIBALAN;MARTI, 2017).



Figura 1. Ciclo de vida do P. vivax. O ciclo de vida do parasito da malária ocorre em duas fases, uma
em hospedeiro invertebrado (mosquito) e outra em hospedeiro vertebrado (homem). No momento do
repasto sanguíneo o mosquito inocula no homem os esporozoítos que são formas infectantes que serão
direcionadas até o fígado. Nos hepatócitos os esporozoítos irão se diferenciar em merozoítos sendo
posteriormente liberados na corrente sanguínea (fase pré-eritrocitica). Na circulação, os merozoítos
rapidamente vão infectar as células vermelhas do sangue e após sucessivos ciclos de multiplicação
romperão essas células infectando outras novas. Parte desses merozoítos vão ainda se diferenciar em
gametócitos que serão infectantes para mosquitos, dando continuidade ao ciclo de vida da malária.

(Adaptado de Mueller e colaboradores (2009).

1.2.1 Invasão dos eritrócitos humanos pelo P. vivax

A invasão dos eritrócitos pelo parasito da malária é a etapa do ciclo que garante o sucesso da

infeção humana, sendo esse processo complexo, rápido e envolvendo várias etapas de ligação

entre ligantes do parasito e receptores nos eritrócitos (COWMAN et al., 2017).

Inicialmente, o contato entre os merozoítos e eritrócitos é mediado por interações de

baixa afinidade, principalmente pelas proteínas de superfície do merozoíto (MSP) (BEESON

et al., 2016). A etapa seguinte, implica na reorientação da extremidade apical do parasito

voltando-a para a superfície do eritrócito através da exposição de proteínas de micronema, como

o antígeno de membrana apical-1 (AMA1)(ALAGANAN; SINGH; CHITNIS, 2017;



COWMAN et al., 2017). Em seguida ocorre a etapa da junção irreversível através de ligações

de alta afinidade mediada por proteínas da família Duffy binding-like (DBL ou Erythocyte

binding-like- EBL). Nessa etapa final enquanto P. falciparum pode utilizar diferentes vias para

concluir o processo de invasão em hemácias de qualquer idade, o P. vivax, só possui uma via

de invasão conhecida restrita aos reticulócitos (hemácias jovens) (ALAGANAN; SINGH;

CHITNIS, 2017; COWMAN et al., 2017; COWMAN; CRABB, 2006).

Até o momento, a única via de invasão bem descrita doP. vivax ocorre através da ligação

da proteína de micronema Duffy Binding Protein (DBP) ao seu receptor nos eritrócitos, o

antígeno do grupo sanguíneo Duffy/receptor de quimiocinas (DARC) (ADAMS et al., 1990,

1992). Inclusive, até pouco tempo era consenso na literatura que indivíduos que não

expressavam o receptor DARC na superfície dos reticulócitos não eram susceptíveis a infecção

por P. vivax (MILLER et al., 1976). No entanto os recentes relatos de indivíduos DARC

negativos infectados com P. vivax tem levantado questionamento acerca da exclusividade da

DBP como única via de invasão desse parasito (GOLASSA et al., 2020; GUNALAN et al.,

2016; KEPPLE et al., 2021; POPOVICI; ROESCH; ROUGERON, 2020). Além da DBP,

recentemente se tornou conhecida outra proteína capaz de se ligar a reticulócitos DARC

positivos, a Erythrocyte Binding Protein 2 (EBP2), que possui características semelhantes as

proteínas da família DBL/EBL que são importantes no processo de invasão dos merozoítos as

células alvo, se tornando uma possível via alternativa na invasão do P. vivax (HESTER et al.,

2013; NTUMNGIA et al., 2016).

Dada a importância do ciclo sanguíneo na malária vários estudos que visam o

desenvolvimento de uma vacina contra o Plasmodium sp trazem como alvo proteínas dessa fase

do ciclo biológico do parasito (BEESON et al., 2019; MUELLER; SHAKRI; CHITNIS, 2015).

No caso do P. vivax, visto a alta dependência da DBP no processo de invasão desse parasito e

o fato anticorpos capazes de bloquear a interação dessa proteína ao seu receptor estarem

correlacionados a proteção clínica (KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016) fazem dessa

proteína a principal candidata a compor uma vacina contra esse parasito (PAYNE et al., 2017;

SINGH et al., 2018). Estudos recentes ainda mostram que direcionar a resposta imune a mais

de uma proteína presente no processo de invasão é uma estratégia capaz de promover níveis

mais altos de inibição da invasão do parasito e consequente imunidade clínica, sugerindo que

uma vacina que contemple mais de um antígeno seja uma boa estratégia no combate ao P. vivax

(FRANÇA et al., 2017; HE et al., 2019). Ainda visando o desenvolvimento de uma vacina se



torna imprescindível conhecer os mecanismos que podem favorecer o desenvolvimento de uma

resposta imune eficiente e de longa duração.

1.3 Resposta imune naturalmente adquirida contra malária

O estabelecimento da imunidade naturalmente adquirida contra a malária é atingida após

sucessivas infecções (KOCH, 1900; Langhorne et al., 2008). Em uma primo-infecção, os

indivíduos tendem a desenvolver uma doença aguda e febril e após repetidas infecções, a

doença tende a evoluir para a forma mais branda (subclínica) podendo até mesmo estar ausente,

como observado na malária assintomática (LANGHORNE et al., 2008; SAN et al., 2022). A

diferença na sintomatologia da doença é atribuída principalmente ao estabelecimento da

imunidade naturalmente adquirida, sendo os anticorpos os principais componentes (COHEN;

MCGREGOR; CARRINGTON, 1961).

A importância dos anticorpos IgG na imunidade contra a malária foi demonstrada pela

transferência passiva de anticorpos IgG de adultos imune para crianças que tiveram redução da

parasitemia e sintomas clínicos da doença (COHEN; MCGREGOR; CARRINGTON, 1961;

SABCHAREON et al., 1991). No entanto, os mecanismos que induzem a imunidade adquirida

contra a malária são complexos e seu conhecimento ainda é limitado, especialmente contra o

P. vivax (ANTONELLI et al., 2020). Já foi demonstrado que alguns fatores podem influenciar

na aquisição, amplitude e magnitude da imunidade contra malária, como idade e fatores

genéticos do hospedeiro; exposição prévia à malária; além de espécie e variabilidade do parasito

(FOWKES; BOEUF; BEESON, 2016; MUELLER et al., 2013; NOGARO et al., 2011). Um

exemplo é a diversidade genética do parasito que pode atuar como um mecanismo de escape

do sistema imune humano (SCHERF; LOPEZ-RUBIO; RIVIERE, 2008; TAKALA; PLOWE,

2009), constituindo um desafio no desenvolvimento de vacinas, já que os anticorpos induzidos

parecem ser variante-específicos, justificando a necessidade de repetidas infecções para a

aquisição de anticorpos contra uma ampla diversidade de parasitos (MARSH; KINYANJUI,

2006).

Estudos imuno-epidemiológicos em áreas com diferentes níveis de endemicidade

mostram que a aquisição da imunidade naturalmente adquirida acontece de forma mais rápida

para o P. vivax comparado ao P. falciparum (MAITLAND et al., 1996; MARCHESINI et al.,

2001; MICHON et al., 2007; PHIMPRAPHI et al., 2008). Nessas áreas, enquanto a diminuição

da incidência e desaparecimento de sintomas clínicos em infecção por P. vivax foi observada



em crianças a partir dos 5 anos de idade, o mesmo fenômeno só foi observado para P.

falciparum em crianças na faixa da pré-adolescência. O estabelecimento de uma imunidade

mais rápida para o P. vivax pode ser atribuída a formação de hipnozoítos no ciclo pré-

eritrocítico que pode gerar um booster na resposta imune, além da possibilidade de contato com

diferentes variantes desse parasito, já que a infecção pode ser multiclonal (CHEN et al., 2007;

MUELLER et al., 2013; WHITE, 2011); além disso, a grande dependência da proteína DBP

para a invasão das células vermelhas (ADAMS et al., 1992), pode tornar a resposta de

anticorpos bloqueadores ao P. vivax direcionada e eficiente. Porém, pouco se sabe sobre a via

de aquisição e manutenção de anticorpos funcionais e protetores na malária e quais são os

fatores necessários para o desenvolvimento das células B de memória (MBCs) específicas que

vão produzir anticorpos protetores de longa-duração.

O conhecimento de que indivíduos naturalmente expostos a malária são capazes de

produzir anticorpos contra antígenos de diferentes fases do ciclo biológico torna possível a

busca pelo desenvolvimento de uma vacina eficaz que possa atuar tanto na fase pré-ertrocitica,

quando na fase sanguínea (DE et al., 2021). Em estágios iniciais da infecção, os anticorpos IgG

podem bloquear a migração dos esporozoítos da derme até a invasão dos hepatócitos

(HOLLINGDALE et al., 1984; NARDIN et al., 1999). Durante a fase sanguínea, os anticorpos

podem atuar diretamente no bloqueio das vias de invasão, inibindo o desenvolvimento dos

merozoítos ou à adesão de eritrócitos infectados no epitélio (COHEN; BUTCHER;

ou pela destruição dos merozoítos via opsonização que facilitam a fagocitose por macrófagos,

ativação da cascata do sistema complemento e/ou pela citotoxicidade celular mediada por

anticorpos (BOYLE et al., 2015).

De modo geral, a grande maioria dos estudos de avaliam a resposta de anticorpos

protetores em malária disponíveis na literatura focam em anticorpos da cadeia de

imunoglobulina G (IgG), principalmente pelo seu papel relacionado a memória imunológica e

atuação frente uma re-exposição (COICO; SUNSHINE, 2009; FOWKES; BOEUF; BEESON,

2016; LONGLEY; SATTABONGKOT; MUELLER, 2016). No entanto, estudos recentes têm

demonstrado que a imunoglobulina do tipo M (IgM) pode ter na malária um papel subestimado.

Arama e colaboradores (2015) ao comparar duas populações distintas do Oeste Africano, uma

susceptível e outra resistente à infecção por P. falciparum, constatou que a população resistente

à infecção apresentou maior magnitude de IgM na circulação. Boyle e colaboradores (2019),



ao realizar um estudo de acompanhamento na Papuá Nova Guiné (PNG), mostrou que crianças

que possuíam níveis elevados de IgM no plasma apresentaram ummenor risco de teremmalária

clínica. Além disso, nosso grupo demonstrou que níveis de anticorpos IgM foram estáveis por

até 9 anos em uma população da Amazônia com longa-exposição à malária (MEDEIROS et al.,

2020). Esses resultados reforçam a necessidade de entender o papel de anticorpos IgM antígeno-

específicos na imunidade protetora a malária.

Dessa forma, os dados da literatura evidenciam que a resposta imune adquirida à malária

ocorre de forma complexa e a necessidade de mais estudos. Vale ressaltar a escassez de estudos

voltados para a espécie P. vivax, espécie mais prevalente fora do continente Africano, o que

dificulta o desenvolvimento de estratégias de controle eficiente e desenvolvimento de uma

vacina eficaz contra esse parasito (MUELLER et al., 2013; MUELLER; SHAKRI; CHITNIS,

2015).

1.3.1. Resposta de anticorpos contra proteínas de estágios sanguíneos de P. vivax

candidatas à vacina

A imunidade protetora contra malária causada pelo P. vivax tem sido associada a anticorpos

neutralizantes contra proteínas de estágios sanguíneos, que atuam inibindo a invasão do parasito

na célula hospedeira, e consequentemente, reduzindo os sintomas clínicos da doença

(CERAVOLO et al., 2008, 2009; KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016). Isto sugere que

o desenvolvimento de uma vacina contra proteínas de fase sanguínea de P. vivax é uma

estratégia viável, que pode contribuir para os programas de controle e eliminação da malária

por esse parasito (MUELLER; SHAKRI; CHITNIS, 2015; THAM; BEESON; RAYNER,

2017).

No momento, a maioria dos estudos de desenvolvimento de uma vacina para contra P.

vivax, encontram-se em estágios iniciais (BENNETT et al., 2016; MALKIN et al., 2005;

SINGH et al., 2018) e somente duas vacinas baseada na DBPII está em fase I de teste clínico

de vacina em humanos (PAYNE et al., 2017; SINGH et al., 2018). O primeiro se baseia em

vetores virais carreando a dbpII que mostrou que todos os 23 indivíduos vacinados foram

capazes de produzir anticorpos bloqueadores da interação DBPII-DARC contra variantes

homólogas e heterólogas, além de indução de resposta de células T e B (PAYNE et al., 2017).

O segundo, utiliza-se de DBPII recombinante emulsificado ao adjuvante lipídico glicopiranosil



(GLA-SE), que induziu anticorpos bloqueadores da interação DBPII-DARC (Binding

Inhibitory Antibodies - BIAbs) para diferentes variantes, cujos níveis aumentou forma gradativa

após três doses (SINGH et al., 2018). As duas formulações envolvem a cepa referência

Salvador-I (Sal-1) e com o uso de adjuvantes foi possível induzir anticorpos bloqueadores com

capacidade de inibir diferentes variantes. Contudo, a capacidade de inibição dos BIAbs foi de

apenas 50%.

A seguir, além da DBPII serão pontuados os outros candidatos à vacina de P. vivax,

como por exemplo a DEKnull-2, EBP2 e a MSP1-19 que serão abordadas em nosso trabalho.

1.3.1.1 Duffy Binding Protein (DBP) de P. vivax

A DBPII é a única proteína conhecida até o momento utilizada pelos merozoítos de P. vivax

para estabelecer a infecção nos reticulócitos humanos (ADAMS et al., 1990, 1992). A sua

importância é reforçada pelo fato de que indivíduos DARC negativos - que não expressam o

receptor na superfície dos reticulócitos - são naturalmente resistentes à infecção por P. vivax

(MILLER et al., 1976), embora casos de infeção pelo P. vivax em indivíduos DARC negativos

tenham sido descritos (AMON et al., 2006; CAVASINI et al., 2007; GUNALAN et al., 2016;

MENARD et al., 2010) .

ADBP é uma proteína pertencente à famíliaDuffy binding-like erytrocite-biding protein

(DBL-EBP), com aproximadamente 140kDa, localizada no micronema do parasito, possuindo

6 regiões (I-VI), estando o domínio de ligação da proteína com o receptor DARC localizado na

região II. A região II da DBP (DBPII) é composta por 330 aminoácidos (aa) caracterizado por

um domínio de 12 resíduos de cisteína conservados (CHITNIS; MILLER, 1994), sendo ainda

subdividida em 3 regiões, conhecidas como subdomínios (SD) 1, 2 e 3, sendo o SD2 o principal

envolvido na ligação com o receptor DARC (SINGH et al., 2006).

Devido à sua importância, estudos de resposta imune humoral em diversas populações,

de diferentes regiões geográficas e níveis de transmissão da malária, inclusive no Brasil, tem

sido realizados (DE SOUSA et al., 2014; FOWKES; BOEUF; BEESON, 2016; KANO et al.,

2012; KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016; SOUZA-SILVA et al., 2014). Nessas regiões,

a DBP se mostrou naturalmente imunogênica tendo a frequência de respondedores variado de

40% a 80% entre as populações estudadas, sendo a resposta a essa proteína proporcional ao



tempo de exposição ao parasito, idade e o número de episódios prévios de malária

TOBIAN et al., 2002; KANO et al., 2012; KING et al., 2008; SOUZA-SILVA et al., 2010).

Além disso, parte dos anticorpos produzidos contra a DBPIImostraram alta capacidade de inibir

a interação com o seu receptor DARC (BIAbs, do inglês Binding Inhibitory Antibodies),

impedindo a invasão dos reticulócitos pelos merozoítos sendo associada com a proteção clínica

contra a doença (KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016).

Apesar da importância da DBPII e os resultados promissores, o seu uso como candidata

à vacina apresenta algumas limitações como baixa imunogenicidade, mesmo em regiões de alta

endemicidade, como nos países do Sudeste Asiático (COLE-TOBIAN et al., 2009), alto

polimorfismo na região do ligante (TSUBOI et al., 1994); indução de anticorpos alelo-

específicos (CERAVOLO et al., 2009). Nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a mostrar que

os BIAbs da interação DBPII-DARC são alelo-específicos (CERAVOLO et al., 2009). Neste

estudo, indivíduos expostos a um surto de malária pelo P. vivax ocorrido em Minas Gerais -

região não endêmica para malária desenvolveram BIAbs contra a DBPII com capacidade de

bloquear apenas a interação DBP-DARC da variante homológa (CERAVOLO et al., 2009).

Posteriormente, outros estudos encontraram resultados semelhantes, reforçando que a resposta

de BIAbs é alelo específica (CHOOTONG et al., 2012; COLE-TOBIAN et al., 2009). Além

disso, um estudo sobre a variabilidade genética da DBPII mostrou alta diversidade entre os

isolados de P. vivax circulantes em diferentes regiões geográficas, sugerindo que, pelo menos,

sete variantes deveriam ser incluídas na vacina contra P. vivax para atingir uma cobertura de

60% (NÓBREGA DE SOUSA; CARVALHO; ALVES DE BRITO, 2011).

Apesar dessas limitações, alguns indivíduos são capazes de produzir BIAbs contra a

DBPII com ampla reatividade associados com proteção clínica (KING et al., 2008; NICOLETE

et al., 2016). Para compreender quais os fatores podem influenciar na aquisição, persistência e

amplitude da resposta de BIAbs estudos têm sido conduzidos com o objetivo de avaliar fatores

do hospedeiro e epidemiológicos (CARIAS et al., 2019; KANO et al., 2016). A influência de

polimorfismo de alelos de HLA de classe II na aquisição e persistência de BIAbs contra a DBPII

foi avaliada em um estudo de coorte aberta que incluiu 336 indivíduos de um assentamento

agrícola do interior do Amazonas pelo nosso grupo de pesquisa, onde os alelos DRB1*07:01,

DQA1*02:01 e DQB1*02:02 foram associados com a presença e persistência de BIAbs

(KANO et al., 2016). A influência de fatores epidemiológico como longa exposição à malária

tem sido associada com a aquisição de anticorpos com alta capacidade bloqueadora para



diferentes isolados (CARIAS et al., 2019; NICOLETE et al., 2016). Nesse sentido, para

entender como os indivíduos expostos ao P. vivax e imunes desenvolvem BIAbs, um grupo

avaliou a partir do isolamento de uma única célula B de memória (MBC) IgG+ de indivíduos

com altos níveis de BIAbs para diferentes isolados, produziram um painel de anticorpos

monoclonais humanos (humMAbs) (CARIAS et al., 2019), onde verificou-se que a região

codificadora para o humMAbs com capacidade bloqueadora acumula mais pontos de mutação

hipersomática (20 mutações) quando comparados com humMAbs sem capacidade bloqueadora

(6 mutações) (CARIAS et al., 2019).

1.3.1.2 Imunógeno sintético baseada na DBPII (DEKnull2)

No sentido de contornar o alto polimorfismo na região II da DBPII, imunógenos

sintéticos com substituições da região polimórfica foram produzidos. Com base na identificação

do epítopo dominante de células B altamente polimórfico (CHOOTONG et al., 2010), a

primeira geração do imunógeno sintético baseado na DBPII foi construído a partir da mutação

deste epítopo (DEKAQQRRKQ), o qual foi denominado de DEKnull. Esta proteína foi

imunogênica em modelo murinho e capaz de induzir anticorpos com capacidade bloqueadora

da interação DBPII-DARC parcial contra diferentes isolados (NTUMNGIA; ADAMS, 2012).

No entanto, os níveis de anticorpos bloqueadores contra DEKnull foram inferiores quando

comparado a cepa referência Sal-1 (NTUMNGIA; ADAMS, 2012).

A segunda geração denominada de DEKnull-2, foi construída com base na alteração dos

resíduos polimórficos não conformacionais ao longo de toda a região II da DBPII

(NTUMNGIA et al., 2017). A DEKnull-2 mostrou-se imunogênica em modelo murinho, e

induziu altos títulos de BIAbs a diferentes isolados. Além disso, DEKnull-2 apresentou elevada

reatividade em soros de indivíduos naturalmente expostos à malária da Amazônia brasileira

(NTUMNGIA et al., 2017). Ainda mostramos que a resposta de anticorpos contra DEKnull-2

(variante transcendente) foi estável ao longo de 9 anos de acompanhamento que incluiu

períodos de baixa de transmissão de malária, diferentemente da resposta de anticorpos contra

variante DBPII Sal-1 (variante específica) que oscilou no mesmo período (MEDEIROS et al.,

2020; PIRES et al., 2018). Importante ressaltar, que anticorpos IgG contra a DEKnull-2, mas

não IgM, foram associados com a resposta de BIAbs estáveis (MEDEIROS et al., 2020). Esses

resultados reforçam o potencial da DEKnull-2, que se fundamenta no direcionamento da

resposta imune contra os epítopos conservados, como candidato vacinal baseado na DBPII



capaz de induzir uma resposta imune variante-transcendente. Dessa forma, com base nos

resultados faz-se necessário ampliar os estudos em outras populações e conhecer os

mecanismos celulares envolvidos na produção de anticorpos BIAbs de amplo espectro e assim,

aprimorá-la como candidato vacinal contra malária causada pelo P. vivax.

1.3.1.3 Erythrocyte Binding Protein (EBP) de P. vivax

A Erythrocyte Binding Protein (EBP) é uma proteína integrante da família Erythrocyte binding-

like (EBL) identificada recentemente no isolado do Camboja (C127), não identificada

anteriormente na cepa referência Salvador-1 (HESTER et al., 2013). Esta proteína compartilha

características importantes dos membros da família EBL, incluindo o domínio Duffy-binding

like (DBL) ou região II, essencial para a invasão dos merozoítos aos eritrócitos (ADAMS et al.,

1992).

Apesar de escassos, o



Um único estudo sobre a variabilidade genética do gene que codifica a região II da EBP

de isolados restritos aos países asiáticos identificou elevado grau de polimorfismo da EBP2

(HAN et al., 2020). Em função da baixa frequência da resposta de anticorpos contra EBP2

(16%), sugeriu-se que a baixa imunogenicidade poderia ser atribuída à alta variabilidade dessa

proteína (HAN et al., 2020). Mais estudos em outras regiões geográficas são necessários para

avaliar o potencial da EBP2 como candidato vacinal.

1.3.1.4 Proteína de Superfície do Merozoíto (MSP1-19) de P. vivax

Uma das proteínas mais estudadas contra o P. vivax tem sido a MSP1, especialmente o

fragmento C-terminal de 19kD da proteína principal de superfície do merozoíto 1 (MSP1-19)

(BEESON et al., 2019; CHAN; FOWKES; BEESON, 2014). O fragmento C-terminal de 19kDa

da MSP1 é produzido após sucessivas clivagens da proteína principal durante o processo de

invasão do merozoíto aos reticulócitos dando origem a MSP1-19 (PARK et al., 2001; SOARES

et al., 1997), conservada entre os isolados e altamente imunogênica. Esta proteína é capaz de

induzir a resposta de anticorpos e MBCs de longa duração, permanecendo na concentração

sérica por décadas (WIPASA et al., 2010; Hafalla et al., 2011). Corroborando com esse achado,

outros trabalhos também já evidenciaram a longevidade da resposta de anticorpos contra MSP1-

19 após longos períodos na ausência de exposição ao parasito (BRAGA; FONTES; KRETTLI,

1998; LIM et al., 2004). Porém, poucos estudos mostram a capacidade protetora dos anticorpos

contra a MSP1-19 (VERSIANI et al., 2013).

1.3.2 Células B de memória na malária

O desenvolvimento de vacinas eficazes depende principalmente do conhecimento sobre as vias

de ativação e produção de anticorpos de longa duração. Os linfócitos B (LB) são as células do

sistema imune responsáveis pela produção dos anticorpos e por esse motivo constituem um dos



principais alvos dos estudos para o entendimento da resposta imune naturalmente adquirida

contra patógenos (INOUE; SHINNAKASU; KUROSAKI, 2022).

De forma geral, o desenvolvimento da cascata de eventos que culmina na produção de

anticorpos e células B de memória (MBCs) tem início quando o antígeno proteico é reconhecido

por células dendríticas (DC) que expressam em sua superfície altos níveis da molécula do

complexo maior de histocompatibilidade II (major histocompatibility complex MHC II)

responsáveis por processar e apresentar o antígeno as células T específicas (NEEFJES et al.,

2011). Uma vez processado pelas DCs, o antígeno será apresentado a células T CD4+ naive

através da ligação do MHC de classe II ao receptor de células T (TCR). Além da ligação

MHC:TCR outras vias se sinalização coestimulatórias serão ativadas e outras moléculas de

superfície (principalmente pertencentes a família CD28 e TNF/TNFR) e citocinas (importantes

no processo de diferenciação dos subtipos celulares) serão recrutadas (CURTSINGER;

MESCHER, 2010; WILLIAMS; BEVAN, 2007). A ativação das células T CD4+ culminará em

uma extensa expansão clonal que dará origem a diferentes subtipos celulares importantes na

resposta imune, incluindo as células T helper foliculares (Tfh), importantes na ativação dos LB

(SWAIN; MCKINSTRY; STRUTT, 2012).

A resposta dos LB pode ocorrer em duas vias; na primeira delas o encontro direto com

o antígeno leva a uma ativação e extensiva proliferação dos LB resultando na produção de

anticorpos de baixa afinidade, geralmente do tipo IgM, produzidos por células plasmáticas de

curta duração (Short Lived Plasma Cells - SLPCs). A ativação dessa primeira via ocorre na

tentativa de conter a infecção de forma rápida . A segunda via,

é dependente de interações mais complexas e produzirá uma resposta de anticorpos de maior

afinidade e especificidade, geralmente do tipo IgG, que pode ser capaz de durar por anos. A

especificidade da resposta dos LB depende principalmente do domínio variável do receptor de

células B (BCR), onde através do BCR o antígeno será reconhecido e a célula receberá seu

primeiro sinal para ativação. Após o reconhecimento do antígeno pelo BCR, os LB necessitam

de um segundo sinal para serem ativados (BRETSCHER; COHN, 1970) que, geralmente é

fornecido pelas células Tfh nos centros germinativos (CG), formados nos órgãos linfoides

secundários. A principal ligação LB:Tfh ocorrerá através da interação da molécula de superfície

CD40 com seu receptor CD40L que ativará a proliferação dos LB, maturação de afinidade dos

anticorpos, recombinação e troca de classe das cadeias de imunoglobulinas (Ig)

(MACLENNAN, 1994). Além da ativação através de receptores específicos as citocinas



também são importantes no processo de expansão clonal dos LB e produção de anticorpos.

Nesse processo ganham especial atenção as citocinas IL-6 e IL-21 que promovem a proliferação

dos LB, diferenciação em plasmoblastos e secreção de anticorpos (KARNOWSKI et al., 2012).

As reações ocorridas no CG culminarão na produção de plasmoblastos, podendo ser

encontrados na circulação como células plasmáticas secretoras de anticorpos que não

expressam CD20 em sua superfície. Uma segunda fração dos plasmoblastos serão direcionados

para a medula óssea onde residirão como células plasmáticas secretoras de anticorpos de longa

duração (Long Lived Plasma Cells - LLPCs). Além das LLPCs, as células B de memória

(MBCs), que expressam especificamente CD27+ na sua superfície, também serão produzidas

nos CGs, e permanecerão re-circulando entre o sangue e os órgãos linfoídes, sendo responsáveis

por uma resposta mais rápida a uma reexposição ao antígeno (CYSTER; ALLEN, 2019; DE

SILVA; KLEIN, 2015; KEARNEY, 2014; TARLINTON; GOOD-JACOBSON, 2013)

Encontros posteriores e subsequentes com o mesmo antígeno levarão a uma reativação das

MBCs, tendo um efeito cumulativo que favorece a manutenção do pool dessa subpopulação, e

amplia a produção, hipermutação somática e consequente aumento da afinidade e magnitude

da resposta de anticorpos (KUROSAKI; KOMETANI; ISE, 2015).

No que diz respeito a imunologia da malária, estudos têmmostrado que as MBCs contra

antígenos específicos são capazes de persistirem por anos, mesmo na ausência de reexposição

ao parasito, ao contrário dos títulos de anticorpos específicos que tendem a cair a níveis

indetectáveis (MIGOT et al., 2008; NDUNGU et al., 2012, 2013; WIPASA et al., 2010). Esses

dados sugerem que a avaliação de MBCs em conjunto com os anticorpos parece ser mais

apropriada na avaliação da resposta imune adquirida à malária (NDUNGU et al., 2013). No

entanto, pouco se sabe sobre o desenvolvimento, manutenção e regulação das MBCs e LLPCs,

e quais são os componentes da imunidade adquirida perdidos na ausência de reexposição ao

parasito da malária (LANGHORNE et al., 2008), dados importantes e fundamentais para o

desenvolvimento de uma vacina eficaz.

Nos últimos anos um número crescente de trabalhos tem sido realizado na tentativa de

desvendar os mecanismos de regulação da resposta imune humoral na malária (ANTONELLI

et al., 2020; HAFALLA; SILVIE; MATUSCHEWSKI, 2011; PORTUGAL et al., 2017;

SOARES et al., 2017; STRUIK; RILEY, 2004). Nesse contexto, trabalhos recentes têm

mostrado que a exposição crônica a malária proporciona um microambiente inflamatório que



leva a redução funcional de LT e LB que atuam no controle da infecção (YAP; HUSTIN;

SAUERWEIN, 2019).

Em relação aos LT, um trabalho conduzido com crianças Africanas no Mali expostas ao

P. falciparum, mostrou uma polarização para uma resposta de LTfh funcionalmente

comprometida, com perfil Th1, marcada pela elevada produção das citocinas IFN-gama, TNF

além da presença do fator de transcrição T-bet, combinação que parece não favorecer a

produção de anticorpos (OBENG-ADJEI et al., 2015). Isso porque, embora o perfil Th1

contribua para o controle da patologia causada pela infecção malárica, também pode limitar o

desenvolvimento de uma resposta de MBCs de longa duração (YAP; HUSTIN; SAUERWEIN,

2019). Em relação ao P. vivax, adultos residentes em área endêmica brasileira tiveram aumento

na frequência de LTfh circulantes, contribuindo para a produção de anticorpos específicos

contra antígenos de fase sanguínea, através da produção da citocina IL-21 favorecido pelo

acúmulo de exposição ao P. vivax (FIGUEIREDO et al., 2017). A diferença de aquisição de

resposta imune contra malária entre os dois estudos citados anteriormente pode ser atribuídos

por ter sido realizado com diferentes espécies de Plasmodium spp e faixa etária (crianças x

adultos). Estudos prévios já mostraram que adultos parecem produzir com mais facilidade

anticorpos de longa duração comparados a crianças (AKPOGHENETA et al., 2008; WHITE et

al., 2014).

No que se refere aos LB na malária, estudos recentes tem mostrado que a exposição ao

parasito induz a expansão de uma subpopulação de MBCs, conhecida como MBCs atípicas,

tanto em indivíduos naturalmente expostos em área endêmica, (FIGUEIREDO et al., 2017;

ILLINGWORTH et al., 2013; MUELLENBECK et al., 2013; PORTUGAL et al., 2012; WEISS

et al., 2009, 2011) quanto em infecção malárica humana controlada (SCHOLZEN et al., 2014).

Essa subpopulação apresenta características singulares como ausência de expressão dos

receptores clássicos de MBCs, como CD27 e CD21 (CD27-CD21-), redução da sinalização via

BCR devido à alta expressão de receptores inibitórios, como FcRL5 e FcRL3 (PORTUGAL et

al., 2015; SULLIVAN et al., 2015), perda das funções efetoras para produção de anticorpos e

citocinas, e expressão de altos níveis do fator de transcrição T-bet, importante para o

desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th1 (OBENG-ADJEI et al., 2017).

MBCs fenotipicamente semelhantes as MBCs atípicas (CD27-CD21-) na malária já

foram descritas em outras doenças como hepatite C e HIV (CHARLES et al., 2008; MOIR et



al., 2008) e em indivíduos de idade avançada (RUBTSOVA et al., 2015), onde foi

correlacionada com doenças auto-imunes (RUBTSOVA et al., 2017). Apesar das características

semelhantes entre as MBCs atípicas em diferentes infecções, as funções parecem ser distintas.

Em infecções ativas pelo HIV as células CD27-CD21- possuem características hipo-responsivas

desenvolvimento de anticorpos contra o vírus (MOIR et al., 2008). Contudo, o mesmo perfil

ainda não foi confirmado para indivíduos expostos a malária (HOLLA et al., 2019).

Os trabalhos em malária mostraram uma correlação positiva entre as MBCs atípicas,

acúmulo de episódios prévios e idade (WEISS et al., 2009, 2011), sugerindo que a expansão

dessas células está intrinsicamente relacionada à continua exposição ao parasito

(ILLINGWORTH et al., 2013; PORTUGAL et al., 2012; SULLIVAN et al., 2015). De fato,

uma maior frequência dessas células foi observada em crianças assintomáticas quando

comparado com aquelas que não apresentaram infecção (WEISS et al., 2009). Além disso, foi

observado que a frequência de MBCs atípicas reduziu concomitantemente a queda da

parasitemia nos indivíduos ao longo da infecção (SULLIVAN et al., 2015).

Análises do perfil de imunoglobulinas expressos pelas MBCs atípicas de indivíduos

expostos a malária, mostraram que essa subpopulação pode estar associada com a deficiência

no estabelecimento e manutenção da resposta imune adquirida nessa doença. Especificamente,

observou-se que a expressão de imunoglobulinas do tipo G (IgG) nas MBCs atípicas é mais

baixa comparado as MBCs clássicas (PORTUGAL et al., 2015; SULLIVAN et al., 2015). Além

disso a estimulação in vitro de MBCs atípicas mostrou uma reduzida taxa de proliferação,

produção de citocinas, secreção de anticorpos e pouca diferenciação para células secretoras de

anticorpos (ASCs), quando comparadas com as MBCs clássicas (PORTUGAL et al., 2015).

Vale ressaltar também que, resultados anteriores mostram que MBCs atípicas e clássicas são

dependentes de estímulos diferentes para se diferenciarem. Enquanto MBCs atípicas são

ativadas na presença de IL-2, IL-10 e CD40L, as MBCs clássicas podem ser ativadas através

de estimulo do BCR (EHRHARDT et al., 2005).

Em contrapartida, a análise do repertório dos genes expressos das MBCs clássicas e

atípicas mostrou que essas subpopulações são consideravelmente semelhantes, podendo ter

precursores em comum. Inclusive, foi observado em ambas subpopulações genes que codificam

para anticorpos neutralizantes contra antígenos de fase sanguínea de P. falciparum



(MUELLENBECK et al., 2013; ZINÖCKER et al., 2015). No entanto, a secreção desses

anticorpos não foi diretamente demonstrada nesses trabalhos. Esses resultados mostram que o

papel das MBCs atípicas na malária ainda é controverso.

Interessantemente, um trabalho recente associou a alta frequência de MBCs atípicas

(FcRL5+T-bet+) a produção de anticorpos anti-fosfatidilserina responsáveis por causar anemia

em pacientes expostos ao P. falciparum (RIVERA-CORREA et al., 2019). Nesse trabalho, os

autores mostraram a produção direta desses anticorpos pelas MBCs atípicas através de cultivo

in-vitro de células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs) de indivíduos naive com

lisado de eritrócitos infectados com P. falciparum (RIVERA-CORREA et al., 2019).

Resultados semelhantes já haviam sido anteriormente observados pelo grupo em modelo

murino (RIVERA-CORREA et al., 2017). Em conjunto, os dados até aqui expostos mostram

que as MBCs atípicas são produzidas e mantidas na presença de exposição contínua a malária,

e que essas células possuem um papel efetor na reposta imune contra a doença, contudo mais

estudos se fazem necessários para elucidar a sua real contribuição.

Além da presença das MBCs atípicas, nos últimos anos, a literatura tem mostrado que

as subpopulações de MBCs são mais diversas, auxiliado por novas metodologias como análise

de transcriptoma de células únicas e a citometria de massa (CyTOF), possibilitado o

conhecimento da expressão de diferentes classes de anticorpos na sua superfície da MBCs

(NIELSEN; BOYD, 2019; REYNAUD et al., 2012). Em sua maioria, os estudos anteriores

focavam em MBCs que expressam IgG na superfície (MBCs IgG+), contudo estudos

relacionados com anticorpos IgM eMBCs que expressam IgM (MBCs IgM+) em sua superfície

vem ganhando destaque. De forma geral, verificou-se que MBCs IgG+ preferencialmente se

diferenciam em células plasmáticas após reexposição ao antígeno, enquanto MBCs IgM+ são

responsáveis pela reativação e manutenção do pool de MBCs nos CG (DOGAN et al., 2009;

PAPE et al., 2011). No caso de infecção murina pelo Plasmodium chabaudi, MBCs IgM+ de

camundongos infectados apresentaram quantidade de hipermutação somática nas cadeias VH e

VL do BCR semelhante às MBCs IgG+, sendo capazes de produzir anticorpos de alta afinidade

contra a proteína MSP1-19, com uma resposta mais rápida a uma reexposição

(KRISHNAMURTY et al., 2016). Entretanto, estudos em humanos relacionados às MBCs



Até o momento, poucos trabalhos avaliaram a longevidade de MBCs e anticorpos

específicos contra proteínas do P. vivax (CHANGROB et al., 2018; KOCHAYOO et al., 2019a,

2019b; WIPASA et al., 2010). Em seu trabalho, Wipasa e colaboradores (2010) avaliaram a

resposta de anticorpos e MBCs especificas para PvMSP-19 e PvAMA-1 em indivíduos que

tiveram o último episódio de malária seis anos antes do início do estudo. Após esse período na

ausência de episódios de malária, foi possível detectar MBCs circulantes específicas para

PvMSP1-19 e PvAMA-1. No que se refere à DBPII, Changrob e colaboradores (2018) a

duração dos níveis de anticorpos específicos à diferentes variante predominante na Tailândia

foi de até 9 meses do último episódio de malária, enquanto que MBCs foram detectadas até 3

anos. Nenhum dos estudos mostrou correlação da resposta de anticorpos e a presença deMBCs.



2 JUSTIFICATIVA

Dentre as espécies responsáveis pelos casos de malária registrados no mundo, P. vivax é o que

possui a maior distribuição global, sendo responsável pela maioria dos casos registrados fora

da África (WHO, 2021). Evidências de resistência doP. vivax às drogas atualmente disponíveis,

bem como o aumento de morbidade e mortalidade atribuídos ao potencial de recidivas desse

parasito (ANSTEY et al., 2009; FERREIRA et al., 2021; GENTON et al., 2008; IMWONG et

al., 2007; POPOVICI et al., 2018; TJITRA et al., 2008) preocupam e reforçam a necessidade

de se desenvolver uma vacina que possa contribuir no controle dessa doença. No entanto, a

busca por uma vacina eficaz contra esse parasito apresenta limitações dada a complexidade

biológica dessa espécie (MUELLER et al., 2013). Para o desenvolvimento de uma vacina eficaz

é necessário entender os requisitos e os mecanismos de desenvolvimento da resposta imune

protetora contra os antígenos alvos, bem como sua duração.

Até o momento, a proteína DBPII tem se mostrado o alvo mais promissor para o

desenvolvimento de uma vacina de fase sanguínea contra o P. vivax (PAYNE et al., 2017;

SINGH et al., 2018), devido a sua importância para garantir o parasitismo em eritrócitos, via

interação com o antígeno Duffy receptor para quimiocinas DARC expresso na superfície dos

reticulócitos (ADAMS et al., 1990, 1992). Além disso, já foi demonstrado que alguns

indivíduos são capazes de produzir anticorpos bloqueadores da interação DBPII-DARC

(BIAbs), onde altos níveis de BIAbs foram associados com proteção clínica contra a doença

(KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016). Contudo, a extensa diversidade na região do

ligante da DBP (região II- DBPII) representa um desafio para o desenvolvimento de uma vacina

baseada nesta proteína (COLE-TOBIAN; KING, 2003; SOUSA et al., 2010; TSUBOI et al.,

1994). No intuito de contornar o alto polimorfismo, um imunógeno sintético foi construído

baseado na deleção das regiões polimórficas da região II da DBP, denominado DEKnull-2. Este

antígeno mostrou resultados promissores, onde foi capaz de induzir anticorpos bloqueadores da

interação DBPII-DARC contra diferentes isolados (NTUMNGIA et al., 2017). Além disso, a

resposta de anticorpos IgG contra a DEKnull-2 foi associado aos anticorpos bloqueadores da

interação sendo estáveis por até 9 anos, incluindo período de baixa transmissão (MEDEIROS

et al., 2020).

Os estudos mais recentes têm apontado que a combinação de múltiplos antígenos,

aumenta a eficácia de uma vacina, uma vez que o processo de invasão de reticulócitos pelos



merozoítos requer uma serie de interações sequenciais para estabelecer a infecção

(BOURGARD et al., 2018; MUELLER et al., 2013). Nesse sentido, dois importantes estudos

mostraram que a combinação entre DBPII e EBP2 foram associados com redução dos casos

malária pelo P. vivax (França et al., 2017; He et al., 2009). No entanto, essa associação foi

observada apenas para a variante predominante do sudeste asiático, sendo necessários outros

estudos.

No que diz respeito a avaliação da aquisição e duração da resposta imunológica contra

antígenos de P. vivax, até o momento poucos trabalhos foram conduzidos com o objetivo de

avaliar a duração da resposta de MBCs específicas aos antígenos de P. vivax (CHANGROB et

al., 2018; KOCHAYOO et al., 2019a, 2019b; WIPASA et al., 2010). Embora nestes estudos

foram avaliados indivíduos sem histórico de malária aguda por até 6 anos, não se pode excluir

exposição prévia à malária, uma vez que foram conduzidos em áreas de baixa transmissão onde

as espécies P. vivax e P. falciparum coexistem. Dessa forma, avaliar a aquisição e longevidade

da resposta imune aos antígenos de P. vivax em indivíduos expostos à uma única espécie de

plasmódio e com número de infecções prévias conhecido, seria ideal para avaliar potenciais

alvos vacinais e determinar o estabelecimento de memória imunológica.

Portanto, diante da possibilidade de estudar uma população exposta a um surto de

malária causada pelo P. vivax uma única vez, ocorrido na região metropolitana de Belo

Horizonte -MG, área não endêmica para malária, avaliamos a aquisição e a duração da resposta

imune humoral contra os ligantes de invasão de reticulócitos de P. vivax candidato à vacina

(EBP2, DBPII e o imunógeno sintético DEKnull-2), bem como a resposta de MBCs específica.



3 OBJETIVO

Avaliar a duração da resposta imune humoral contra proteínas de Plasmodium vivax envolvidas

no processo de invasão de reticulócitos (EBP2, DBPII e DEKnull-2), bem como a resposta de

células B de memória de longa duração em indivíduos expostos uma única vez ao P. vivax.

3.1 Objetivos específicos

Avaliar o perfil da resposta de anticorpos IgM e IgG contra proteínas de P. vivax

envolvidas no processo de invasão de reticulócitos (EBP2, DBPII e DEKnull-2) após curta e

única exposição ao P. vivax por 12 meses;

Avaliar a duração da resposta de células B de memória (MBCs) antígenos

específicos após 13 anos sem reexposição ao parasito;

Avaliar o balanço de subpopulações de células B e células plasmáticas sob

estímulos com a DBPII e a DEKnull-2 após 13 anos sem reexposição ao parasito;

Avaliar o perfil de expressão gênica relacionados à imunidade inata e adaptativa

sob estímulo de antígenos de P. vivax após 13 anos sem reexposição ao parasito.



4 METODOLOGIA

4.1 Surto de malária pelo P. vivax em área não endêmica

No período de abril a maio de 2003 foi descrito pela Secretaria de Estado de Saúde de Minas

Gerais e Coordenação de Gestão da Região metropolitana de Belo Horizonte, um surto de

malária no distrito de Sousa (Figura 2), município de Rio Manso, localizado a 79 km de Belo

Horizonte. Antes do surto, a doença nunca havia sido registrada na região. Na ocasião, foram

identificados 25 indivíduos com malária causada por P. vivax. O diagnóstico foi realizado por

microscopia ótica e os indivíduos tratados de acordo com o protocolo terapêutico estabelecido

pelo Ministério da Saúde (CERBINO et al., 2003). O inquérito epidemiológico identificou

como fonte provável do surto um morador de Sousa que retornou do município de Humaitá, no

estado do Amazonas, no final de 2002 e apresentou episódios de recaídas de malária pelo P.

vivax. A pesquisa entomológica realizada na região considerou a área como altamente receptiva

a doença devido à presença do vetor Anopheles darlingi (CERBINO et al., 2003). Após o

tratamento, todos os indivíduos foram submetidos a exame de verificação de cura onde 11

(44%) dos 25 pacientes diagnosticados apresentaram quadros de recaída (ZUMPANO, 2004).

O surto foi prontamente controlado pelo rápido tratamento adequado, acompanhamento dos

doentes e pela aplicação espacial e residencial de inseticida residual Cipermetrina (CERBINO

et al., 2003).

Na ocasião, o grupo de pesquisa em Biologia Molecular e Imunologia da Malária do

IRR/Fiocruz Minas, conduziu um estudo, do tipo longitudinal, para caracterizar a resposta

imune humoral contra a DBP. O estudo do tipo caso-controle incluiu 16 dos 25 (64%)

indivíduos diagnosticados com malária no momento do surto (caso) e 18 indivíduos que

residiam no local, mas que não apresentaram doença clínica (não-caso). Esses indivíduos foram

acompanhados por cerca de 12 meses para avaliar a duração da resposta de anticorpos contra a

DBP após uma única exposição ao P. vivax (CERAVOLO et al., 2009).



Figura 2. Localização das áreas de estudo. Mapa do Brasil indicando as regiões endêmica
(em verde) e não endêmica (em cinza). A região endêmica compreende a região da Amazônia
legal e no mapa estão indicados a capital do Amazonas, Manaus, e o assentamento agrícola de
Rio Pardo. Em laranja, destacando na região não endêmica o estado de Minas Gerais, com a
capital Belo Horizonte e Região metropolitana, indicando a localização do distrito de Sousa,
município onde foi registrado o surto de malária em 2003.

4.2 Voluntários e coleta de sangue

4.2.1 Indivíduos primoinfectados em surto de P. vivax fora da área endêmica

Amostras de plasma coletadas ao longo do ano de 2003 foram mantidas no biorrepositório do

grupo de pesquisas de Biologia Molecular e Imunologia da Malária (BMIM) do Instituto René



Rachou (IRR) e após o consentimento pelos voluntários, utilizadas para avaliação de resposta

de anticorpos contra antígenos de fase sanguínea de P. vivax, como primeira parte desse estudo

(Figura 3A). Na segunda parte desse trabalho buscamos avaliar a longevidade da resposta

imune contra antígenos de P. vivax, e para esse propósito foi realizado uma nova coleta entre

novembro de 2015 e abril de 2016, aproximadamente 13 anos após o surto de malária (Figura

3B). Nessa etapa, indivíduos que tiveram malária em 2003 e ainda residiam no local foram

convidados a participar dessa nova etapa do estudo (Caso). Além disso, moradores expostos à

infecção na época do surto e que não tiveram malária também foram convidados (Não caso).

Um grupo de controle de área também foi incluído, composto por indivíduos que mudaram para

o município de Sousa após o ano de 2003 e nunca visitaram área endêmica para malária até o

momento da coleta (Figura 3B). Os critérios de inclusão no trabalho foram: (1) participação

voluntária, através do consentimento livre esclarecido (TCLE); (2) não ter visitado área

endêmica de malária nos últimos 13 anos; (3) apresentar idade maior ou igual a 15 anos; (4)

não apresentar incapacidade física e/ou mental, (5) não ser portador de doença aguda/crônica

debilitante; (6) se mulher, indicar a ausência de gravidez. Foram incluídos no estudo 13 dos 16

(81%) indivíduos previamente infectados com malária (caso) que participaram da primeira

parte do trabalho (CERAVOLO et al., 2009), 12 voluntários que, embora não tenham sido

diagnosticados com malária na ocasião do surto, foram expostos ao risco de transmissão (não-

caso) e 7 indivíduos que passaram a residir em Sousa após o ano de ocorrência do surto (controle

de área). Sangue total (cerca de 40 mL) foi coletado em tubo de vacuntainer contendo heparina

sódica para obtenção de plasma e células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs). Todos

os participantes foram entrevistados por meio de um questionário (Anexo 1) e aqueles que

aceitaram participar do estudo assinaram o TCLE (Anexo 2), conforme as normas vigentes para

pesquisa ética envolvendo seres humanos (Resolução Nº 466, de 12 de dezembro de 2012). Os

aspectos éticos e metodológicos deste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em

Pesquisa em Seres Humanos do Instituto René Rachou, Fiocruz Minas (CAAE:

50522115.7.0000.5091).



Figura 3. Desenho experimental do estudo. (A) Indivíduos expostos ao surto de malária pelo
P. vivax no distrito de Sousa, Minas Gerais, em abril de 2003, foram divididos em Caso (n=16),
indivíduos que apesentaram sintomas de malária e diagnóstico positivo de malária confirmado
pela microscopia; Não caso (n=22), para os indivíduos não apresentaram sintomas da doença
na ocasião. (B) Para avaliação da longevidade da resposta imunológica 13 anos após o surto ter
ocorrido em Sousa (Parte 2 desse trabalho), foi realizada uma nova coleta onde foi possível
incluir 13 indivíduos do grupo Caso e 12 do grupo Não caso. Além disso, nessa parte do estudo,
incluímos um grupo controle de área que incluiu indivíduos que não residiam em Sousa no
momento do surto e nunca estiveram em área endêmica até momento da coleta realizada (n=7).
Todos os grupos foram nivelados por idade. Os indivíduos Caso e Não caso tiveram amostras
de plasma coletadas para avaliação sorológica, em 2003, pouco tempo após a fase aguda do
surto (Baseline), 3, 6 e 12 meses após. Doze/treze anos após o surto (2015/2016) foi realizada
uma nova coleta para obtenção de plasma e PBMC incluindo agora o grupo controle de área
para nova avaliação sorológica além de metodologias para avaliação da resposta de MBCs.

4.2.2 Indivíduos residentes em área de transmissão ativa de malária

Para avaliar a influência da exposição prévia a malária na aquisição da resposta de anticorpos

contra as proteínas de P. vivax, incluímos em nossas análises amostras de plasma de indivíduos

com histórico de exposição prolongada a esse parasito (mediana de idade, 17 ano, IQR 11-33)

residentes em uma comunidade rural do Amazonas chamada Rio Pardo (KANO et al., 2012;

SOUZA-SILVA et al., 2014), onde nosso grupo de pesquisas realiza um estudo de

acompanhamento desde 2008 (Figura 2) . O critério de seleção das amostras incluídas nas

análises do presente trabalho foi baseado nas informações contidas no Sistema de Informação



de Vigilância Epidemiológica (SIVEP), onde, a partir desse banco de dados, selecionamos

indivíduos que apresentaram um único ou múltiplos episódios de malária confirmado por

microscopia ótica. O sangue para obtenção de plasma dos indivíduos foi obtido de acordo com

protocolos aprovado pelo comitê de ética do IRR (Protocolo CEPSH/IRR No.007/2006, No.

07/2009 e n° 12/2010) e e são mantidas no biorrepositório do nosso grupo de pesquisas.

4.3 Processamento das amostras de sangue: obtenção de plasma e das células
mononucleares do sangue periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cell PBMC)

Inicialmente parte do sangue total foi centrifugada 350 x g por 10 minutos para a obtenção do

plasma. Uma alíquota de 500 -20 °C para realização da

sorologia. O restante do sangue foi diluído na proporção 1:1 em RPMI 1640 incompleto (24

mM bicarbonato de sódio, 2 mM L-glutamina, 25 mM HEPES, 100 U/mL penicilina e 0,017

mM estreptomicina, pH 7,4). Cuidadosamente o sangue foi adicionado sobre uma solução de

histopaque 1077 (Sigma-Aldrich) na proporção de 1:2 e centrifugado a 350 x g por 40 min em

temperatura ambiente. Após o anel formado entre a interface do plasma e histopaque (PBMCs)

foi coletado e submetido a três lavagens em RPMI incompleto (350 x g por 10 min a 4°C, 3

vezes). Ao final as células foram ressuspendidas, contadas em câmara de Neubauer e ajustadas

para uma concentração de 1x107 células/mL em 90% de soro bovino fetal (SFB, Gibco)

suplementado com 10% de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich) para congelamento.

Inicialmente, a suspensão de PBMCs foi mantida em câmara de congelamento (Nalgene)

contendo isopropanol em -80°C por 24h. Posteriormente, foram armazenadas em nitrogênio

líquido (-196 °C) até o uso.

4.4 Proteínas recombinantes

4.4.1 Erythrocyte Binding Protein 2 (EBP2)

A proteína recombinante EBP2 (aminoácidos 159 a 485) da sequência do isolado C127 do

Camboja, foi expressa em E. coli como uma proteína insolúvel, com massa molecular de 37kDa

ligada a uma cauda de poli-histidina (6xHis) para facilitar a purificação por cromatografia de

afinidade, submetida ao processo e remodelamento, validado como previamente descrito

(NTUMNGIA et al., 2016). A proteína foi produzida em colaboração com o grupo do nosso

colaborador Dr. John Adams da University of South Florida (USF), cujo lote da proteína foi

validado.



4.4.2 Duffy binding protein de P. vivax (DBPII) e imunógeno sintético baseado na

DBPII (DEKnull-2)

A região II da Duffy binding protein recombinante (DBPII, aminoácidos 243 a 573, 39 kDa) da

variante referência Sal-1 e do Surto (Sousa), bem como a DEKnull2 foram produzidas em E.

coli, com massa molecular de 39 kDa ligada a uma cauda de 6xHis, purificadas em resina de

niquel. Em seguida, submetida ao processo de remodelamento, validado como previamente

descrito (NTUMNGIA et al., 2017; NTUMNGIA; ADAMS, 2012).

4.4.3 Proteína de superfície do merozoíto 1 de P. vivax (MSP1-19)

A proteína de superfície do merozoíto 1 utilizada no estudo representa o fragmento C-terminal

de 19kDa (MSP1-19, aminoácidos entre 1616 e 1704), de massa molecular de 19kDa,

gentilmente cedida pela Dra. Irene Soares da Universidade de São Paulo. Os detalhes da

produção da MSP1-19 foram descritos em detalhe anteriormente (CUNHA; RODRIGUES;

SOARES, 2001; SOARES et al., 1999).

4.5 Ensaio imunoenzimático (ELISA) para detecção de anticorpos IgM e IgG

contra EBP2, DBPII DEKnull-2 e MSP1-19

Os ensaios de ELISA foram realizados segundo protocolo estabelecido em nosso laboratório

sendo que, a concentração dos antígenos recombinantes e diluição dos anticorpos primário e

secundário foram determinadas previamente por titulação (SOUZA-SILVA et al., 2014).

Resumidamente, placas de 96 poços (NUNC MaxiSorp®) foram sensibilizadas por 12 horas a

4°C com 100 µL por poço dos antígenos nas concentrações de: 1,5 µg/mL de EBP2, 3 µg/mL

de DBPII (Sal-1 e isolado do Surto) e DEKnull-2 e 1 µg/mL para MSP1-19. Após a incubação,

a placa foi lavada três vezes com solução de PBST (PBS 1x, 0,05% de Tween 20) e bloqueadas

com 200 µL/poço da solução de bloqueio (PBST com 5% de leite em pó desnatado). Após 1

hora, as placas foram lavadas 10 vezes com a solução de PBST e incubadas a 37°C com 100

µL de plasma diluído a 1:400 e 1:100 para IgM e IgG respectivamente, em tampão PBST

contendo 3% de leite em pó desnatado, em duplicata. Após a incubação, as placas foram lavadas

10 vezes e incubadas por 1 hora com 100 µL/poço do conjugado humano ligado à peroxidase

(Sigma-Aldrich) diluído 1:5000, tanto para IgM quando para IgG, em PBST com 3% de leite

em pó desnatado. Após a lavagem, a reação foi revelada com dihicloridrato de



ortofenilenodiamina (OPD, Sigma-Aldrich) diluído em 50 mL de tampão 0,1 M citrato de sódio

pH 5,0 e 40 µL de peróxido de hidrogênio a 30% (Merck Millipore). Após 20 minutos, a reação

foi interrompida com 50 µL de ácido sulfúrico 4N. A densidade ótica foi mensurada em filtro

de 492nm (DO492nm) em leitor automático de ELISA (Spectra Max 340PC 384, Molecular

Devices). O limite de corte (cut-off) entre os positivos e negativos foi estabelecido com base na

média da DO de plasma de 30 indivíduos nunca expostos à malária, acrescida de dois desvios

padrão. O valor obtido para DO 492nm da amostra foi dividido pelo cut-off para obtenção do

índice de reatividade (IR). Foram considerados positivos indivíduos com IR > 1.

4.6 Reação em cadeia da polimerase para amplificação do gene ebp2 do isolado do
surto de P. vivax

Para amplificar toda a região II (domínio DBL) da EBP2, três pares de oligonucleotideos

iniciadores (primers) foram desenhados para garantir a cobertura total do domínio DBL. Os três

iniciadores foram desenhados com base na sequência do isolado C127 como referência

(HESTER et al., 2013), tendo o primeiro fragmento 670 pares de base (pb) (nucleotídeo 201 a

870), o segundo 551 pb (nucleotídeo 712 a 1262) e terceiro fragmento 623bp (nucleotídeo 996

a 1618) (Figura 4). Dessa forma, as reações em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas

para a amplificação de um fragmento compreendendo dos nucleotídeos 201 ao 1618;

(aminoácidos 68-535) utilizando 3 pares de iniciadores correspondentes aos fragmentos 1

(senso -senso

-senso TA

-senso

no programa Oligo 6.4 (Molecular Biology

Insights, Colorado, USA).

As reações de PCR foram realizadas em volumes de 20µl, utilizando 100-200ng (2uL)

da amostra de DNA, 0,5µM de cada iniciador, 1,25mM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),

(0,6uL) 0,75mM de MgCl2, (0,4uL) 1U da enzima platinum Taq DNA polimerase high fidelity

(Invitrogen, California, USA) e 2µL de tampão 10X fornecido com a enzima. As amplificações

foram conduzidas em termociclador Veriti (Appied Biosystems). As condições da PCR foram

um ciclo de 5 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos de 40 segundos a 95 °C, 40 segundos a 58

°C, 1:30 minuto a 72 °C, e finalmente um ciclo de extensão final de 5 minutos a 72 °C



Figura 4: Representação esquemática dos iniciadores desenhados para sequenciamento
do domínio DBL da proteína EBP2 do isolado referente ao surto de Sousa. Para
sequenciamento do domínio completo foram desenhados três pares de iniciadores que
amplificaram três fragmentos complementares. Cada fragmento amplificado está representado
com os respectivos pares de oligonucleotídeos iniciadores senso (Forward) e anti-senso
(Reverse) nas cores correspondentes, sendo: Fragmento 1 em rosa (201-870pb), Fragmento 2
em azul (posição 717-1262bp) e Fragmento 3 em verde (996-1618bp).

4.7 Sequenciamento do gene ebp2 do isolado do surto de P. vivax

As reações de seqüenciamento foram realizadas utilizando o sistema BigDye Terminatorv3.1

(Applied Biosystems - Life Technologies) e analisador de DNA ABI 3730xL (Applied

Biosystems) baseado no método de terminação de cadeia com ddNTPs descrito por Sanger

(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). Nas reações de seqüenciamento foram utilizados

os produtos amplificados pela PCR tratados com o sistema de purificação de PCR ExoSAP-IT

(Affymetrix, USB), seguindo as recomendações do fabricante. Resumidamente, para a reação

de seqüenciamento adicionou-se a cada poço de uma placa de 96 poços até 2µl de DNA (cerca

de 100ng), 0,5µl dos mesmos iniciadores utilizados na PCR, e 0,5µl de BigDye Terminator

v3.1 (Applied Biosystems - Life Technologies) contendo enzima, dNTPs e ddNTPs; 0,1µl do

tampão 5X fornecido com o BigDye e 6,9 µl de água para um volume total de 10µl por reação.

As reações foram conduzidas em termociclador Veriti (Applied Biosystems - Life

Technologies) com um ciclo de 1min a 96°C, seguido por 35 ciclos de 15seg a 96°C, 15seg a

57°C, e 4 min a 60°C. O DNA foi precipitado adicionando 1µl de EDTA a 125mM, 1µl de

acetato de sódio a 3M e 50µl de etanol absoluto 100%. O homogeneizado foi incubado por

15min a 25°C protegido da luz e depois centrifugado a 3700 RPM por 45 min a 25°C. O

sobrenadante foi removido por inversão da placa e o sedimento lavado com 100µl de etanol

70%. Após descarte do excesso de álcool, a placa foi centrifugada a 3700 RPM por 15 minutos

a 25°C. O sobrenadante foi descartado por inversão da placa e o restante do álcool deixado

evaporar por cerca de 10min à temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 10µl de

tampão contendo 70% formamida e 1mM EDTA e armazenado a 4°C. Posteriormente, a placa

foi analisada através de eletroforese capilar utilizando o analisador de DNA ABI 3730xL



(Applied Biosystems). Um total de 6 reads de cada fragmento foi usado para alinhamento e

construção da sequência contig final de EBP2 no programa Bioedit (HALL, 1999).

Posteriormente, essa sequência contig foi alinhada e comparada com a sequência de referência

C127 (número de acesso: KC987954, HESTER et al., 2013) para identificação de possíveis

polimorfismos.

4.8 Cultura das PBMCs e ativação policlonal das células B de memória circulantes

PBMCs foram descongeladas rapidamente em banho-maria a 37°C e, adicionadas em tubos tipo

Falcon contendo 10 mL de RPMI completo (24 mM bicarbonato de sódio, 2 mM L-glutamina,

25 mM HEPES, 100 U/mL penicilina e 0,017 mM estreptomicina, 10% SBF, pH 7,4) contendo

20 g/mL de benzonase® nuclease (Sigma-Aldrich). As células foram lavadas duas vezes com

RPMI completo em 300 x g por 10 minutos e contadas em câmara de Neubauer. As células

viáveis foram ajustadas para a concentração de 15 x 105 células/mL em RPMI completo,

adicionadas em placas de 24 poços (Costar) e incubadas por 72 horas em estufa a 37°C com 5%

CO2, acrescidas de ativadores policlonais, R848 (do grupo das imidazoquinolinas, agonista de

receptor do tipo Toll 7/8 humano) (Mabtech) e Interleucina 2 (IL-2) humana recombinante

(Mabtech), de acordo com Jahnmatz e colaboradores (JAHNMATZ et al., 2013). Além disso,

células sem a presença dos ativadores policlonais foram incluídas como controle negativo para

cada indivíduo.

4.9 Ensaio imunoenzimático (ELISpot) para detecção de células B memória

antígeno-específicas de P. vivax

O ensaio de ELISpot para detecção de células B secretoras de anticorpos do tipo IgG foi

baseado no protocolo descrito por Jahnmatz e colaboradores (JAHNMATZ et al., 2013). Placas

de 96 poços de nitrocelulose (MAHAS4510, Merck millipore) foram sensibilizadas com

anticorpo monoclonal anti-IgG de captura MT91/145 (Mabtech) na concentração de 10 µg/mL

para detecção das células secretoras de anticorpos (controle de funcionalidade) e DEKnull-2,

20 µg/mL para DBPII Sal-1 e MSP1-19 para detecção das células B secretoras de anticorpos

antígeno-específicas. As placas foram incubadas overnight a 4°C. Após incubação, as placas

foram lavadas cinco vezes com PBS 1X (137 mM NaCl 2,68 mM KCl, 10,1 mM Na2HPO4,

1,8 mM KH2PO4, pH 7,4) e bloqueadas por 30 minutos com RPMI completo em temperatura

ambiente.



Após 72h de estímulo policlonal, as células foram lavadas com RPMI 1640 completo e

centrifugadas por 10 minutos em 350 x g, 4°C. Posteriormente, as células viáveis foram

ajustadas para as concentrações de 5 x 105 células/mL e 20 x 105 células/mL para detecção de

IgG total e de IgG antígeno-específicos, respectivamente, e 100µL foram colocados em cada

poço. As células foram mantidas em 37ºC com 5% CO2 por 12-16 horas. Após a incubação, as

placas foram lavadas 5 vezes com PBS 1X para remoção das células. Posteriormente, foi

adicionado o anticorpo de detecção anti-IgG humano biotinilado MT78/145 (Mabtech) diluído

em 1 µg/mL em PBS suplementado com 0,5% SBF e foi incubado por 2 horas em temperatura

ambiente. Novamente, as placas foram lavadas e incubadas 1 hora em temperatura ambiente

com estreptavidina conjugada à fosfatase alcalina (ALP) (Mabtech) diluída 1:1000. Em

seguida, 100µL do substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato conjugado com Nitro azul

tetrazólio filtrado (BCIP/NBT, Mabtech) foram adicionados à placa e incubado em temperatura

ambiente sob abrigo da luz. O substrato foi mantido até que fossem observados os spots (cerca

de 30 minutos). A reação foi interrompida com água corrente e as placas mantidas no escuro.

A leitura dos spots foi realizada manualmente com auxílio de um microscópio

estereoscópio (aumento de 10X). O número de spots por poço foi corrigido para um total de um

milhão de PBMCs e o resultado foi expresso como número de células secretoras de IgG (IgG+

ASCs) / 1x106 PBMCs. Adicionalmente, também foi calculada a porcentagem de células

secretoras de IgG específicas entre o total de células secretoras de IgG.

4.10 Cultura e avaliação fenotípica de subpopulações de células B

PBMCs foram descongeladas como descrito no item 4.6. Após a lavagem as células foram

Tripan Blue (Gibco) para contagem em câmara de Neubauer. A

concentração de PBMC viáveis foi ajustada para 1 x 106 células/mL, distribuídas em tubos de

polipropileno de 5mL (Falcon) e incubadas por 96h em estufa 37 °C com 5% de CO2 em quatro

condições diferentes: (1) sem a presença de ativadores ou estímulos específicos controle

negativo; na presença de (2) ativadores policlonais, R848 e IL-2 (Mabtech) recombinante

humano, na concentração final de 1µg/mL e 10 ng/mL respectivamente como controle

positivo; e (3) DBPII Sal-1 (4) DEKnull-2 na concentração de 10 µg/mL.



Após 96h uma alíquota do sobrenadante de cada cultura foi coletado para posterior

análise de citocinas e o restante foi centrifugado 350 x g, 4 °C. Posteriormente as células foram

ressuspendidas em PBS 1X e incubadas com o marcador de viabilidade celular (Live/Dead

FixableDeadCell Stains, Invitrogen, Califórnia, USA) por 15 minutos, conforme recomendado

pelo fabricante. Após à incubação, as células foram lavadas em PBS 1X e submetidas à

marcação de superfície com um painel contendo anticorpos para avaliação de subpopulações

de MBCs. Os marcadores (anticorpos monoclonais), bem como os clones e respectivos

fluoróforos utilizados neste painel estão descritos no Quadro 1.

Todos os anticorpos selecionados foram previamente titulados e o volume de cada

anticorpo foi ajustado dentro do painel para avaliação das subpopulações de células B.

Resumidamente, os anticorpos foram diluídos em tampão de FACs (PBS 1X contendo 2% de

SBF) mix de anticorpos foram adicionados a uma concentração de 1 x 106

células/mL de cada indivíduo. A incubação para marcação de superfície das células com os

anticorpos foi realizada por 30 minutos sob proteção da luz. Posteriormente, as células foram

lavadas com tampão de FACs e centrifugadas a 350 x g por 10 minutos. As células foram

ressuspendidas em tampão FACs para aquisição no citômetro de fluxo LSR Fortessa (BD

Pharmingen), onde os parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) foram utilizados

para selecionar a população de linfócitos. Foram adquiridos aproximadamente 200.000 eventos

de cada amostra.

4.11 Estratégia de análise para definição de subpopulações de células B pela
citometria de fluxo

A estratégia de análise utilizada para obtenção das subpopulações de células B foi

baseada na exclusão inicial demonócitos (CD14+), células T (CD3+) e células mortas (marcadas

com corante Live/Dead) onde essas populações foram agrupadas em um único canal de leitura

no citômetro (comprimento de onda violeta 450nm, eFluor450) (Figura 5). Posteriormente as

células B totais foram identificadas através da expressão do marcador CD19+. A partir do gate

de células B CD19+ foram selecionadas as células B imaturas pela expressão de CD10+. As

células B CD10- foram subdividas pela expressão de IgD em células B Switched (CD19+CD10-

IgD-) eUnswitched (CD19+CD10-IgD+). A partir das células Unswitched, células B naïve foram

identificadas pela expressão de CD21+ e ausência expressão de CD27 (CD27-). As

subpopulações de células B memória (MBC) foram obtidas a partir do gate de células switched



e identificadas baseada na expressão dos marcadores CD21 e CD27 em: células B de memória

clássica (CD19+CD10-IgD-CD20+CD27+CD21+), ativada (CD19+CD10-IgD-

CD20+CD27+CD21-), atípica (CD19+CD10-IgD-CD20+CD27-CD21-), e células B de transição

(CD19+CD10-IgD-CD20+CD27-CD21+) (Figura 5). A expressão de IgG e IgM na superfície

também foram avaliadas nas subpopulações de MBCs.

Figura 5: Estratégia de análise por citometria de fluxo para fenotipagem de
subpopulações de células B.Monócitos (CD14+), células T (CD3+) e células mortas marcadas
com corante de viabilidade celular Live/Dead foram agrupadas em um mesmo canal de
exclusão. A partir do gate de células B totais (CD19+) foram obtidas as subpopulações de
células B Imaturas (CD19+CD10+); Células B Unswitched (CD19+CD10-IgD+) e Células B
naive (CD19+CD10-IgD+CD27-CD21+). A partir das células B Switched (CD19+CD10-IgD-)
as subpopulações de células B de memória (MBCs) foram definidas da seguinte forma: MBCs
ativadas (CD19+CD10-IgD-CD20+CD27+CD21-), MBCs clássicas (CD19+CD10-IgD-

CD20+CD27+CD21+), MBCs atípicas (CD19+CD10-IgD-CD20+CD27-CD21-) e MBCs
Naive/transição (CD19+CD10-IgD-CD20+CD27-CD21+).

As subpopulações de células plasmáticas foram obtidas a partir do grupo de células B totais

(CD19+) que expressam CD27+ e foram divididas em células plasmáticas de curta (CD20-

CD38+) e longa duração (CD20-CD138+). A expressão de IgG e IgM na superfície de ambas as

subpopulações também foi avaliada (Figura 6). Para análise dos dados foi o utilizado o

programa FlowJo versão10.



Figura 6: Estratégia de análise por citometria de fluxo para fenotipagem de
subpopulações de células plasmáticas. Monócitos (CD14+), células T (CD3+) e células mortas
marcadas com corante de viabilidade celular Live/Dead foram agrupadas em um mesmo canal
de exclusão utilizando o marcador Pacific Blue. A partir do gate de células B totais (CD19+)
foram definidas as subpopulações de células plasmáticas da seguinte forma: Células
plasmáticas de curta duração (SLPC, do inglês Short Lived Plasma cells CD19+CD27+CD20-

CD38+) total e expressando IgG e IgM na superfície, e Células plasmáticas de longa duração
(LLPC, do inglês Long Lived Plasma cells CD19+CD27+CD20-CD138+) total e expressando
de IgG e IgM na sua superfície.

Quadro 1- Lista de anticorpos utilizados para o ensaio de citometria de fluxo

Marcador Fluorófuro Clone Marca

CD14 eFluor 450 6ID3 eBioscence

CD3 eFluor 450 OKT3 eBioscence

IgM Violet 570 MHM-88 Biolegend

CD20 Qdot 655 2H7 Biolegend

CD21 FITC B-Ly4 IOtest

IgD PE-CF594 IA6-2 BD

CD19 PE Cy7 HIB-19 BD

CD10 APC HI10-a BD

IgG AlexaFluor700 GI8-145 BD

CD27 APC-Cy7 O323 BD
CD38 PercP Cy5.5 HIT2 BD
CD138 PE MI15 BD



4.12 Extração de RNA e PCR Array para análise diferencial de expressão gênica

relacionada à imunidade inata e adaptativa

PBMCs foram preparadas para incubação como descrito no item 4.8. Após a lavagem e

contagem as células foram distribuídas em tubos de polipropileno de 5mL (Falcon) e incubadas

por 6h em estufa 37 °C com 5% de CO2 para estabilização. Em seguida, um milhão de PBMC

foram submetidas às seguintes condições por 12h: (1) apenas meio RPMI 1640 completo

controle negativo; (2) 10 µg/mL DBPII Sal-1. Em seguida, as PBMCs foram centrifugadas 400

x g por 10 minutos em temperatura ambiente, ressuspendidas em 750 µL de Trizol

(ThermoFisher) para posterior extração de RNA. As amostras foram armazenadas em -80 °C

até o processamento.

O isolamento de RNA foi realizado em duas etapas: (1) separação da fase orgânica

realizada por Trizol, de acordo com as instruções do fabricante; (2) seguida de purificação pelo

Kit NucleoSpin for RNA purification (Machery-Nagel). O RNA obtido foi convertido em cDNA

utilizando o kit High Capacity cDNA Reversion transcription (ThermoFisher), conforme

instruções do fabricante. Para confirmar a síntese do cDNA, foi realizada a amplificação do

gene da GAPDH humano pela PCR utilizando-se primers específicos.

A avaliação do perfil de resposta imune inata e adaptativa foi realizada por meio da

amplificação de 84 genes envolvidos em diferentes vias da resposta imune inata e adaptativa

pela PCR array (RT2 Profiler PCR Array System Via Human Innate & Adaptive Immune

Responses) (QIAGEN) utilizando ABI7500 Real Time PCR System (Applied Biosystem,

online

GeneGlobe (https://geneglobe.qiagen.com/br/).

normalizados para log2 e clusterizados hierarquicamente em um heatmap pelo valor de Z (z-

score). O heatmap foi gerado utilizando o software R. Os genes selecionados estavam mais

expressos (z score > 0,5) em ambos os indivíduos do grupo caso e menos expressos (z score <

-0,5) nos indivíduos do grupo não caso, e vice-versa. Para identificação de processos biológicos,

componentes celulares e função molecular dos quais os genes selecionados participam foi feita

análise de Gene Ontology usando o ShinyGO v0.60: Gene Ontology Enrichment Analysis



(bioinformatics.sdstate.edu/go/). A rede de interação gênica e processos biológicos foram

obtidos no programa Cytoscape (SHANNON, 2003).

4.13 Análises Estatísticas

As análises estatísticas foram realizadas no programa Prism 9.0 (GraphPad software) e software

R (versão 3.3.2). Inicialmente, foi realizado o teste de Grubbs para identificação de Outliers e

após o teste de Shapiro-Wilk para avaliação da normalidade das variáveis analisadas. A

avaliação da diferença de medianas/médias entre mais de dois grupos foi feita pelo teste de

Análise de variância (ANOVA) ou Kruskal-Wallis, seguido de teste post hoc de Tukey ou

Dunn, respectivamente, de acordo com a distribuição dos dados. O teste de correlação linear

entre os níveis de anticorpos para cada grupo foi realizado através do teste de Spearman. O

modelo de regressão logística múltipla foi construído para descrever associações independentes

entre covariáveis (idade, sexo, número de episódios prévios de malária e tempo emmeses desde

o último episódio de malária) e anticorpos contra as proteínas aqui avaliadas. Em todas as

análises foi considerado um nível de significância de 5%, ou seja, valores de P < 0,05.

5 RESULTADOS

Os resultados dessa tese foram divididos em duas partes para facilitar a leitura e entendimento.

A primeira parte é referente à avaliação do perfil da resposta de anticorpos contra antígenos

envolvidos na invasão de reticulócitos pelo P. vivax em indivíduos expostos ao surto de malária

em área não endêmica para malária, com ênfase na caracterização da resposta imune humoral

contra a proteína EBP2 por 12 meses (Artigo 1). A segunda parte são resultados da avaliação

da duração da reposta imune humoral e de células B memória após 13 anos do surto de malária

(resultados não publicados).

PARTE I

5.1 Perfil da resposta de anticorpos IgM e IgG antígeno específicos em indivíduos expostos
ao surto autóctone de P. vivax

Inicialmente, avaliamos a aquisição e duração da resposta de anticorpos IgM e IgG contra

antígenos de invasão de reticulócitos (DBPII variante do surto, imunógeno sintético DEKnull-



2 e EBP2) do P. vivax durante 12 meses após a exposição única e rápida a esse parasito. Além

disso, a proteína bem caracterizada e altamente imunogênica, a MSP1-19, também foi incluída.

O estudo incluiu amostras de plasma coletadas imediatamente após o período agudo do surto

(linha de base BL) e em 3, 6 e 12 meses de indivíduos do grupo caso e não-caso. As

características demográficas, epidemiológicas e imunológicas na linha de base do estudo estão

na Tabela 1.

Tabela 1. Características demográficas, epidemiológicas e imunológicas dos indivíduos
expostos ao surto de P. vivax em Sousa na linha de base

1Indivíduos que apresentaram sintomas febris e diagnóstico
microscópico positivo de malária pelo P. vivax

2Indivíduos expostos ao risco de infecção por P. vivax, mas sem
sintomas clínicos

3 IQR = Intervalo Interquartil

4Avaliado por sorologia convencional (ELISA) usando
proteínas recombinantes de P. vivax

5Foi utilizada para avaliação sorológica a DBPII recombinante
referente a variante do surto

6De acordo com CERAVOLO et al., 2009



Na linha de base, apenas 6% (1/16) dos indivíduos do grupo caso apresentaram

anticorpos IgM contra EBP2 e DEKnull-2, e nenhuma resposta positiva foi detectada para

DBPII. Por outro lado, 56% (9/16) do grupo caso apresentaram resposta positiva de IgM contra

MSP1-19. Para o grupo não-caso, observamos que um indivíduo (5%) apresentou anticorpos

IgM contra DEKnull-2 e MSP1-19. Em relação a resposta de anticorpos do tipo IgG, 69%

(11/16) dos indivíduos caso foram positivos para MSP1-19, seguido de 13% (2/16) para DBPII

e 6% para DEKnull2 (1/16). Não foi detectada resposta de IgG positiva para EBP2. Como

esperado, nenhum indivíduo do grupo não caso apresentou resposta positiva de IgG contra

todas as proteínas avaliadas (Tabela 1).

Em seguida, observamos que a resposta de anticorpos IgM contra EBP2, DBPII e

DEKnull-2 permaneceu negativa no grupo caso, exceto um único indivíduo (1/16) apresentou

nível de IgM contra DEKnull-2 com baixa reatividade aos 12 meses (Figura 7A-C). No grupo

caso, enquanto a frequência de anticorpos IgM contra MSP1-19 foi de 56% na linha de base,

houve uma queda significativa para 43% e 6% nos tempos 6 e 12 meses, respectivamente (Chi-

quadrado, p=0,0005) (Figura 7D). Essa queda também foi observada nos níveis de anticorpos

IgM. Para os indivíduos do grupo não-caso, não foi detectada resposta de IgM positiva para as

proteínas estudadas, exceto para MSP1-19 onde um indivíduo apresentou uma resposta no

limiar da positividade (Figura 7E-H).

Em relação aos anticorpos IgG, apenas um indivíduo apresentou anticorpos IgG contra

EBP2 detectável nos tempos de 3 e 12 meses (6%) (Figura 8A). Para DBPII e DEKnull-2

houve um aumento na frequência de respondedores para 25% aos 3 meses (Figura 8B-C). No

entanto, a proporção de respondedores de IgG contra DBPII flutuou ao longo dos 12 meses,

enquanto para DEKnull-2, a resposta foi estável e com níveis de IgG mais elevados durante os

12 meses de acompanhamento. Para MSP1-19, a proporção de indivíduos respondedores se

manteve acima de 90% a partir do terceiro mês, mantendo-se estável com altos níveis de

reatividade por todo o período do estudo (Figura 8D). Como esperado, nenhum indivíduo do

grupo não-caso apresentou resposta detectável de IgG para os antígenos avaliados (Figura 8E-

F).











episódios de malária após a infecção aguda de P. vivax no período do estudo (n=6); e (ii) Sem

recorrência indivíduos que não apresentaram episódio de malária adicional (n=10). No grupo

Recorrência, todos os indivíduos registraram duas infecções recorrentes de P. vivax nos tempos

3 e 6 meses, com exceção do indivíduo S22 que teve apenas um episódio de malária adicional

no tempo de 6 meses. Os resultados foram organizados em um pseudo-heatmap e estão

mostrados na Figura 11.

Nas infecções recorrentes por P. vivax, não foi possível detectar efeito booster em

anticorpos IgM contra EBP2, DBPII ou DEKnull-2, já que todos os indivíduos permaneceram

com resposta de anticorpos IgM não detectável (Figura 11). Um perfil diferente foi obtido para

MSP1-19, onde a maioria dos indivíduos respondeu com títulos alto no momento do surto, mas

essa resposta de anticorpos IgM apresentou uma queda nos meses seguintes para ambos os

grupos Recorrência e sem recorrência.

Considerando a resposta de IgG, foi observada o efeito booster para DEKnull-2 e DBPII

(mas não EBP2) no grupo Recorrência (Figura 11). Mais especificamente, a maioria dos casos

recorrentes de P. vivax foi associada a níveis elevados de anticorpos IgG anti-DEKnull-2, o que

resultou na proporção de positivos que variou de 50 a 75% com intensidade de baixa a alta. No

entanto, o subgrupo sem recorrência mostrou baixa frequência de respondedores de IgG para

DEKnull-2 (0 a 13%) com intensidade de baixa a média. O perfil de anticorpos IgG contra

DBPII foi semelhante ao de DEKnull-2, embora a frequência e intensidade da resposta IgG para

a DBPII pareceu diminuir mais rapidamente (Figura 11).

Em relação à MSP1-19, ambos os grupos (com e sem recorrência) mostraram alta

frequência de resposta de IgG. Entretanto, enquanto 100% (6/6) dos indivíduos que tiveram

Recorrência apresentaram de média a alta intensidade dos níveis de IgG, os indivíduos sem

recorrência não passaram de média intensidade.



Figura 11. Análise em Pseudo-heatmap da resposta de anticorpos contra antígenos de fase
sanguínea nos indivíduos expostos ao surto de malária pelo P. vivax em Sousa. Indivíduos
do grupo caso foram subdivididos em: (i) Recorrência (n=6) e sem recorrência (n=10). A
resposta de anticorpos IgM (vermelho) e IgG (azul) contra EBP2, DBPII, DEKnull-2 e MSP1-
19 foram obtidas por ELISA no baseline (BL), 3, 6 e 12 meses após o surto. O gradiente de
cores (azul e vermelho) corresponde a intensidade nos níveis de anticorpos categorizados em
alto (tercil superior), médio (tercil intermediário) e baixo (primeiro tercil) para cada proteína.

Recorrência novo episódio de malária
foi registrado por cada indivíduo.

5.4 Avaliação do número de episódios prévios de malária na aquisição de anticorpos IgG
contra antígenos de P. vivax

A avaliação da resposta de anticorpos naturalmente adquiridos contra a EBP2 entre indivíduos

expostos à única e rápida infecção de P. vivax, associado ao fato de que o alelo de ebp2

associado do surto de P. vivax apresentou alta identidade ao isolado da proteína EBP2 utilizada

para detecção de anticorpos, sugere que EBP2 é um antígeno pouco imunogênico. Assim, nossa

hipótese foi de que a resposta de anticorpos IgG específicos contra EBP2 pode ser dependente

da longa exposição à malária. Para isso, incluímos amostras de soro de indivíduos com longa

exposição à malária da região da Amazônia para avaliar a influência da exposição na resposta

de anticorpos IgG contra EBP2 e outros antígenos de P. vivax. Estas amostras foram agrupadas



de acordo com registros em único ou múltiplos episódios clínicos de P. vivax obtidos no bando

de dados SIVEP-Malária no período de 2003 a 2008.

Enquanto as amostras de primoinfectados do surto de P. vivax em Sousa (região não

endêmica) apresentaram apenas 4% de positividade para EBP2, observamos que a proporção

de respondedores para EBP2 com histórico de longa exposição variou de 35% (7/20) a 92%

(45/49) nos grupos com de único e múltiplos episódios, respectivamente (Chi-quadrado,

p<0,0001). Vale ressaltar que altos níveis de resposta de IgG contra EBP2 no grupo com

múltiplos episódios de malária por P. vivax (p<0,0001) (Figura 12A).

A proporção de respondedores para anticorpos IgG contra DEKnull-2 foi similar (20%)

entre os grupos exposto ao surto em Sousa e com único episódio de malária. No entanto, a

frequência de respondedores aumentou para 57% com altos níveis de anticorpos no grupo com

múltiplos episódios de malária (p<0.0001) (Figura 12C). Resultados semelhantes foram

encontrados para DBPII (Figura 12B).

A MSP1-19, uma proteína bem caracterizada e altamente imunogênica foi incluída para

comparar a resposta de IgG entre os grupos avaliados. Embora as frequências de respondedores

para contra MSP-19 foram similares entre os grupos, os níveis de IgG forammais altos no grupo

exposto ao surto de P. vivax em Sousa (p<0.0001) (Figura 12D).





DEKnull-2, onde os episódios prévios de malária aumentaram em 1,2 vezes a chance de ter

anticorpos para ambas as proteínas (DBPII, aOR= 1,24, 95% CI= 1,10 1,39, P=0,0002;

DEKnull-2, aOR =1,24, 95% CI=1,01 1.40, P=0.004). Em contrapartida, o número de

episódios prévios de malária diminuiu em até 0.87 vezes a chance de o indivíduo não apresentar

anticorpos contra a proteína MSP1-19 (aOR =0,87, 95% CI = 0,78 0,97, P=0.01).

Tabela 2 Fatores de risco associados com a resposta de anticorpos contra antígenos de fase
sanguínea de P. vivax

Em negrito indica diferença estatística significativa com
nível de significância de 5% (P-valor <0,05)
*Intervalo de confiança 95% da odds ratio ajustada (aOR);
**Número de episódios de malária

Variáveis aOR (95% CI*) P -valor

EBP2
Idade 1.01 (0.97 - 1.04) 0.52
Gênero 0.71 (0.23 - 2.15) 0.54
Malária prévia** 1.95 (1.51 - 2.51) <0.0001
Tempo da última malária (meses) 1.09 (0.98 - 1.21) 0.09

DBPII
Idade 0.99 (0.97 - 1.02) 0.87
Gênero 0.68 (0.29 - 1.60) 0.38
Malária prévia** 1.24 (1.10 - 1.39) 0.0002
Tempo da última malária (meses) 0.98 (0.93 - 1.04) 0.59

DEKnull-2
Idade 1.00 (0.97 - 1.02) 0.93
Gênero 1.30 (0.57 - 2.96) 0.52
Malária prévia** 1.24 (1.01 - 1.40) 0.0004
Tempo da última malária (meses) 0.99 (0.94 - 1.05) 0.91

MSP1-19
Idade 0.98 (0.95 - 1.01) 0.24
Gênero 1.74 (0.68 - 4.42) 0.24
Malária prévia** 0.87 (0.78 - 0.97) 0.01
Tempo da última malária (meses) 0.99 (0.93 - 1.05) 0.80



PARTE II

Os resultados da primeira parte da presente tese mostraram que indivíduos expostos uma

breve e única vez ao P. vivax foram capazes de produzir anticorpos contra proteínas de fase

sanguínea do parasito por pelo menos 12 meses. Portanto, na segunda parte do estudo avaliamos

se células B de memória (MBCs) antígeno-específicas ainda seriam detectáveis após 13 anos

da exposição ao P. vivax, na ausência de uma reexposição ao parasito. Para isso, amostras de

sangue total para obtenção de plasma e PBMC foram coletas 13 anos após a exposição ao P.

vivax de indivíduos do grupo Caso, não-caso e o controle de área (residentes em Sousa não

expostos ao P. vivax).

A seguir, os experimentos foram realizados com o objetivo de caracterizar a resposta de

memória para o principal candidato à vacina contra P. vivax, a DBPII e seu imunógeno sintético

DEKnull-2. Adicionalmente, a proteína bem caracterizada MSP1-19 foi incluída como um

controle.

Segunda parte, consistirá na: (1) avaliação a presença de MBCs IgG+ antígeno-

específicas pelo ensaio de ELISpot; (2) identificação por imunofenotipagem do perfil de

subpopulações de células B no pool de PBMCs estimuladas com antígeno de P. vivax e,

finalmente, (3) avaliação da expressão diferencial de genes relacionados à imunidade inata e

adaptativa pela técnica de PCRarray.

5.5. Avaliação da resposta de células B de memória antígeno-específicas em indivíduos
expostos ao surto autóctone de P. vivax por ELISpot

Inicialmente, após a nova coleta (13 anos passados do surto), realizamos a sorologia para

detecção de anticorpos contra as proteínas de fase sanguínea DBPII, DEKnull-2 e MSP1-19

que não detectou anticorpos IgM ou IgG circulantes no plasma de nenhum dos indivíduos

incluídos nessa parte do trabalho (dados não mostrados). Posteriormente, com o intuito de

avaliar o bom funcionamento da técnica de ELISpot quantificamos a diferenciação de MBCs

totais in vitro em células secretoras de anticorpos IgG (ASCs IgG+) para os grupos estudados.

Os resultados mostraram que a mediana do número de ASCs IgG+ de 3430 (IQR, 1558-4410),

2690 (1950-3240) e 2260 (870-7280) ASCs/106 PBMC foram semelhantes entre os grupos





Tabela 3. Categorização da resposta de ASCs IgG+ antígeno específica de P. vivax.

Os resultados mostram que os indivíduos expostos ao surto (caso e não caso) foram

capazes de produzir e manter as MBCs antígeno-específicas circulantes para as três proteínas

avaliadas por até 13 anos após o surto de malária (Figura 14). Mais especificamente,

observamos que as frequências de ASCs IgG+ positivas para as MSP1-19 e DBPII foram iguais

nos grupos caso (33%) e não caso (43%) (Figura 14A-B). No entanto, a intensidade da resposta

de ASCs IgG+ específica para MSP1-19 foi maior (>42 ASCs/ 106 de PBMC) quando

comparada com a resposta de ASCs IgG+ para DBPII (>25 ASCs/ 106 de PBMC). Além disso,

observamos que dois dos indivíduos não expostos (29%) apresentaram resposta de ASCs IgG+

para as proteínas MSP1-19 e DBPII. Para DEKnull-2 observamos que 44% do grupo caso e

29% do não-caso apresentaram ASCs IgG+ específicas (Figura 14C). Nenhum indivíduo não

exposto apresentou resposta de ASCs IgG+ para DEKnull-2.

Entre as proteínas de P. vivax aqui testadas a MSP1-19 mostrou a maior contagem de

ASCs IgG+ antígeno-específicas, sendo que, dois indivíduos caso e um não caso apresentaram

alta resposta com quantidades superiores a 100 ASCs/106PBMC. A alta resposta de ASCs IgG+

para DBPII (> 25 ASCs/ 106 PBMC) e DEKnull2 (> 18 ASCs/106 PBMC) foi observada em

três indivíduos expostos (caso e não caso).

Proteína

Resposta de ASC IgG+ (número de spots)

Alta

(> 75%)

Baixa

(50 75%)

Negativa

(< 50%)

MSP1-19 > 100 42 - 99 < 41

DBPII > 26 9 - 25 < 8

DEKnull-2 > 51 19 - 50 < 18



Figura 14. Células Secretoras de anticorpos (ASCs) IgG+ antígeno especificas de P. vivax

em indivíduos residente em Sousa expostos (caso e não caso) e não expostos (controle da
área) ao surto de malária. Os resultados foram expressos em células secretoras de anticorpos
(ASCs) por milhão (1 x 106) de células mononucleadas do sangue periférico (PMBC) para (A)
MSP1-19; (B) DBPII e (C) DEKnull-2. A resposta foi categorizada em negativo (símbolos em
branco), baixo (símbolos em verde claro) e alta (símbolos em verde escuro) pelo intervalo
interquartil do número de ASCs específicas para cada proteína. Cada ponto no gráfico
representa um indivíduo. As linhas horizontais superiores pontilhadas delimitam os altos
respondedores enquanto as linhas horizontais pontilhadas inferiores indicam a resposta
negativa. A comparação das medianas do número de ASCs específicas entre os grupos foi
realizada utilizando ANOVA ou Kruskal-Wallis quando necessário, considerando o nível de
significância de 5% (p<0,05). Os outliers foram identificados pelo teste de grubbs e removidos
da análise para fins de análise estatística.



Avaliamos também a percentagem de ASCs antígeno específicas em relação à

quantidade de ASCs IgG total entre os indivíduos com resposta positiva para cada proteína

(Figura 14). Os resultados dessa análise foram organizados na Tabela 4 e mostram que não

houve diferença estatística entre os grupos (caso vs não caso vs controle de área) para nenhuma

das três proteínas avaliadas (ANOVA, MSP1-19 p=0,29; DBPII p=0,36; DEKnull2 p=0,48).

Tabela 4- Proporção de ASCs antígeno- específicas para as proteínas MSP1-19, DBPII e
DEKnull-2 em relação ao total de ASCs IgG+. As proporções de ASCs antígeno-especificas
para cada indivíduo foram calculadas em relação às ASCs IgG+ total. ANOVA ou teste de
Kruskal-Wallis foram utilizados para comparação das medianas entre os grupos, considerando
nível de significância de 5% (p < 0,05).

5.6 Avaliação do perfil imunofenotípico de PBMCs de indivíduos expostos ao surto de
malária após estímulo específico

Os resultados anteriores indicam que indivíduos expostos uma única vez ao P. vivax são capazes

de produzir e manter MBCs de longa duração por pelo menos 13 anos avaliados pelo ELISpot

e células B. Nosso segundo passo consistiu em avaliar quais as subpopulações de MBCs

poderiam estar contribuindo para a manutenção da memória imunológica nesses indivíduos.

Para isso, PBMCs obtidos de indivíduos expostos (caso e não caso) e não expostos ao surto de

malária foram estimulados com proteínas envolvidas no processo de invasão de P. vivax nos

reticulócitos (DBPII e DEKnull-2) por 96 horas. Em seguida, foram submetidas à marcação de

receptores de superfície com um painel de anticorpos para subpopulações de células B e células

plasmáticas para avaliação por citometria de fluxo.

A estratégia de análise utilizada foi baseada em marcadores descritos previamente por

Weiss e colaboradores (2009) com modificações. Os anticorpos e estratégia de análise

%ASCs IgG+

Caso Não Caso Não exposto
p-valor

Proteína mediana (IRQ) mediana (IRQ) mediana (IRQ)

MSP1-19 3,9 (1,8-6,5) 2,0 (1,3-3,7) 1,2 (0,3-2,2) 0,29

DBPII 1,1 (0,3-1,4) 1,7 (0,3-1,9) 0,3 (0,3-0,4) 0,36

DEKnull2 1,4 (0,6-3,7) 0,9 (0,8-0,9) _ 0,48



utilizadas estão descritas em detalhes no tópico matéria e métodos. Brevemente, avaliamos a

frequência de células B total viáveis (CD19+), células B Imaturas (CD19+CD10+), células B

unswitched (CD19+CD10-IgD+), Células B naïve (CD19+CD10-IgD+CD27-CD21+), células B

switched (CD19+CD10-IgD-), células B naïve/transição (CD19+CD10-IgD-CD20+CD27-

CD21+), MBCs ativadas (CD19+CD10-IgD-CD20+CD27+CD21-), MBCs clássicas

(CD19+CD10-IgD-CD20+CD27+CD21+), MBCs atípicas (CD19+CD10-IgD-CD27-CD21-), e

células plasmáticas de curta (CD19+CD27+CD20-CD38+) e longa duração (CD19+CD27+CD20-

CD138+) .

Todas as amostras de PBMC apresentaram viabilidade acima de 70% (mediana e IQR,

caso = 87, 85-94; não caso = 87, 74-92; controle de área = 93, 86-94). Os resultados foram

expressos em Índice de estimulação (Index) obtidos pelos valores da cultura com estímulo

dividido pela cultura sem estímulo.

a) Células B totais

Incialmente avaliamos as frequências de células B totais CD19+ nas culturas estimuladas

com IL-2 e R848 (Figura 15A), DBPII (Figura 15B) e DEKnull-2 (Figura 15C). Sob o

estímulo policlonal IL-2 e R848, a frequência de células B totais diminuíram nos grupos

expostos (caso e não caso) e não exposto em relação a cultura sem estímulo (Index < 1), não

sendo observada diferença estatística entre os grupos (ANOVA, p=0,07).

Para as culturas estimuladas com a proteína DBPII observamos que 50% (5/10) dos

indivíduos caso apresentaram níveis superiores em relação ao controle de células B totais (Index

>1), enquanto os grupos não caso e não expostos apresentaram níveis semelhantes ao

encontrado na cultura não estimulada. Quando avaliamos a cultura sob estímulo com DEKnull-

2, não houve aumento significativo para nenhum dos grupos avaliados em relação as células B

totais. Para ambas as proteínas não houve diferença estatística entre os níveis de células B entre

os grupos avaliados (DBPII Kruskal-Wallis, p=0,27; DEKnull-2 ANOVA, p=0,28).











clássicas, embora houve diferença entre os três grupos avaliados (Para DBPII, MBCs ativadas,

ANOVA, p=0,22; MBCs atípicas, Kruskal-Wallis, p=0,53; Para DEKnull-2, MBCs ativadas,

Kruskal-Wallis, p=0,96; MBCs atípicas, ANOVA, p=0,70).

f) Células plasmáticas

Para contemplar todas as subpopulações de células B que poderiam contribuir no

desenvolvimento e manutenção da memória de longa duração nos indivíduos expostos ao surto

de malária, analisamos também as subpopulações de células plasmáticas. Com essa finalidade,

a partir do gate de células CD19+ e posteriormente CD27+, as células plasmáticas foram

identificadas pela ausência de expressão do marcador CD20 e divididas em: de CD38+ para

células plasmáticas de curta duração e CD138+ de longa duração (Figura 20).

Sob estímulo policlonal (IL-2 e R848), observarmos um aumento considerável das

células plasmáticas CD38+ para todos os grupos avaliados (Kruskal-Wallis, p=0,56) (Figura

20A). Em contrapartida, sob o mesmo estímulo, observamos um aumento pouco expressivo

para as células plasmáticas CD138+ para os três grupos (ANOVA, p=0,64) (Figura 20B).

No caso do estímulo com a proteína DBPII, observamos níveis semelhantes de ambas

as células plasmáticas CD38+ e CD138+ nos grupos avaliados (CD38+, ANOVA, p=0,35;

CD138+, ANOVA, p=0,21) (Figura 20D-E). Sob o estímulo de DEKnull-2, houve um aumento

de células plasmáticas CD38+ nos três grupos (Kruskal-Wallis, p=0,88) (Figura XG) quando

comparado com as células CD138+. Contudo, observamos que os níveis de células CD138+

aumentou principalmente nos grupos de indivíduos expostos (50% caso vs 50% não caso vs

20% não exposto), porém essa diferença não foi estatisticamente significativa (ANOVA,

p=0,39) (Figura 20F).







5.7 Correlação entre os níveis de imunoglobulinas e subpopulações de células B para os
antígenos de P. vivax

No geral, não observamos diferenças significativas das subpopulações de células B analisadas

de PBMCs de indivíduos expostos ao surto de malária há 13 anos, mesmo sob estímulos com

os antígenos envolvidos na invasão de P. vivax. Buscando compreender as bases dessa resposta

os dados de anticorpos, MBCs antígenos especificas funcionais (detectados pelo Elispot) e

subpopulações de células B foram analisados em conjunto por meio de uma matriz de

correlação obtidos dos indivíduos do grupo caso. (Figura 21).

No geral, houve uma tendência de correlação positiva mais evidente entre anticorpos

IgG e células B de memória (MBC) e células plasmáticas tanto para a proteína DBPII e

DEKnull-2. Os resultados mostram que correlação positiva e forte foi observada entre a resposta

de anticorpos IgG+ contra a DBPII e

MBCs clássicas que expressam

tanto quanto

disso, a correlação foi positiva e significativa entre a resposta de anticorpos IgM na linha de

base e

Para DEKnull-2, a correlação positiva foi significativa entre anticorpos IgG (detectados

ao longo de 12 meses) e MBC clássicas e células plasmáticas CD138+. Mais especificamente,

a correlação foi significativa entre a resposta de anticorpos IgG+ e MBCs clássicas IgG+ na

linha de base , MBCs clássicas IgM+ em 3 meses

0.78, p=0.02) e, anticorpos IgG detectados em 6m meses teve correlação positiva com ambas

MBCs clássicas, tanto que expressam quanto as MBC

classicas

= 0.68, p=0.04). Os anticorpos IgG+ 12 meses foram correlacionados com as MBCs clássicas

Anticorpos IgM foram correlacionados apenas no tempo 3 meses com células plasmáticas

Perfil semelhante, mas com menor intensidade foi

observado para anticorpos IgG contra DBPII e as células B de memória.





que incluiu amplificação de 80 genes relacionados à resposta imune inata e adaptativa e quatro

genes constitutivos como controle (ver metodologia). O Heatmap (Figura 22) permitiu

observar um padrão de genes positivamente e negativamente expressos (up-regulados e down-

regulados) exclusivamente em cada grupo caso e não caso. A partir daí, os genes mais expressos

(z score > 0,5) em ambos os indivíduos do grupo caso e menos expressos (z score < -0,5) nos

indivíduos do grupo não caso, e vice-versa foram selecionados. Ao todo foram selecionados

cinco genes up-regulados somente nos indivíduos caso e 21 genes up-regulados apenas nos

indivíduos não caso (Tabela 5).

Para explorar a função dos genes up-regulados exclusivamente em cada grupo analisado

(caso e não caso), foi feita uma análise de enriquecimento de ontologia gênica para cada grupo.

A figura 23 mostra a interação dos genes com os principais processos biológicos nos quais os

genes up-regulados no grupo caso estão envolvidos. É possível observar que todos os genes

encontrados up-regulados no grupo caso estão envolvidos em via de ativação da resposta imune

adaptativa, tais como: regulação da produção de imunoglobulina e diferenciação de células T-

helper. Além disso, a função molecular e os componentes celulares associados aos genes up-

regulados, evidenciam participação como fatores de transcrição que atuam na ativação da

resposta adaptativa (Quadro 2).



Figura 22. Expressão diferencial dos genes relacionadas à imunidade inata e adaptativa
em PBMCs coletadas 13 anos após o surto de malária estimuladas com DBPII avaliados
pela PCRarray em indivíduos expostos não caso (S05 e S40) e caso (S24 e S39). Cada linha
representa um gene avaliado, e cada coluna representa um indivíduo. As caixas exemplificam
os clusters de genes selecionados. As cores vermelho e azul indicam diferentes graus de
expressão gênica, sendo que os tons em vermelho indicam z score < -0,5 variando até azul
escuro quando z score > 0,5.



Tabela 5. Genes exclusivamente up-regulados em indivíduos do grupo não-caso e caso obtidos

pela análise de z-score (z score > 0,5).

Além disso, os genes up-regulados exclusivamente no grupo não caso também foram

analisados quanto à rede de interação dos transcritos pela análise de enriquecimento de

ontologia gênica (Figura 24). Diferentemente do perfil dos transcritos up-regulados no grupo

caso, é possível observar que no grupo não caso os transcritos participam como componentes

da ativação na resposta imune inata. A inespecificidade dos genes up-regulados nos processos

biológicos foi reforçada pelas funções moleculares e componentes celulares que esses genes

estão envolvidos como, por exemplo, sinalização celular e componente de membrana de uma

resposta não especifica a micro-organismos (Quadro 3).

.

Genes up-regulados
Não caso Caso
TLR4 STAT6

SCL11A1 FOXP3
IL18 IRF7
IL5 RORC

IFNGR1 IL13
RAG1
CD8A
CCL2
C3
TLR1
MAPK8
MAPK1
LY96
TLR3
NFKB1
IL10
TLR2
CCL5
TLR5
IL1B
ICAM1



Figura 23: Rede de interação dos processos biológicos em que os transcritos positivamente
expressos no grupo caso estão associados pela análise de Gene Ontology

(bioinformatics.sdstate.edu/go/).

Esses resultados indicam que os indivíduos caso, quando em contato novamente com

antígeno de P. vivax, podem reconhecer o parasito e iniciar a cascata de ativação de um perfil

de resposta imune adaptativa.



Quadro 2: Componentes celulares e função molecular dos genes up-regulados em indivíduos
caso.

Figura 24.Rede de interação dos processos biológicos dado pelo programaGene Ontology
para o grupo não caso.

GO category Genes

RNA polymerase II proximal promoter sequence-specific DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Proximal promoter sequence-specific DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

RNA polymerase II regulatory region sequence-specific DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

RNA polymerase II regulatory region DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Transcription regulatory region sequence-specific DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Sequence-specific double-stranded DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Regulatory region nucleic acid binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Double-stranded DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Transcription regulatory region DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Sequence-specific DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

DNA-binding transcription factor activity, RNA polymerase II-specific IRF7 FOXP3 RORC STAT6

DNA-binding transcription factor activity IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Transcription regulator activity IRF7 FOXP3 RORC STAT6

DNA binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Nucleic acid binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Transcription factor binding IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Nucleoplasm IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Nuclear lumen IRF7 FOXP3 RORC STAT6

Nuclear part IRF7 FOXP3 RORC STAT6

C
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Quadro 3. Componentes celulares e função molecular dos genes up-regulados em indivíduos
não caso.



6. DISCUSSÃO

6.1 Perfil da resposta de anticorpos IgM e IgG ao longo de 12 meses contra proteínas de
P. vivax envolvidas no processo de invasão de reticulócitos (EBP2, DBPII e DEKnull-2)
após curta e única exposição a esse parasito

O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra P. vivax que possa contribuir no

controle e eliminação da malária, encontra alguns desafios dada a complexidade biológica dessa

espécie (ADAMS; MUELLER, 2017; MUELLER et al., 2013) e pela necessidade de melhor

compreensão dos requisitos e mecanismos de desenvolvimento e a duração da resposta imune

protetora contra os antígenos candidatos à vacina de P. vivax. Até o momento poucos estudos

avaliaram a resposta imune à uma primeira exposição ao P. vivax (BRAGA; FONTES;

KRETTLI, 1998; CERAVOLO et al., 2009), excluindo a influência de fatores como acúmulo

de exposição, nível de transmissão de malária na área e infecções assintomáticas, que

influenciam diretamente na aquisição e manutenção da resposta imune naturalmente adquirida

(ANTONELLI et al., 2020; LONGLEY; SATTABONGKOT; MUELLER, 2016) que são de

difícil controle em áreas endêmicas. Visto que estudos recentes sugerem que o uso de

combinações de antígenos podem melhorar o efeito protetor (acima de 90%) de anticorpos

contra antígenos vacinais, incluindo DBPII e EBP2, auxiliando na redução dos casos clínicos

da malária pelo P. vivax (FRANÇA et al., 2017; HE et al., 2019), no presente estudo avaliamos

a aquisição e a duração da resposta de anticorpos IgM e IgG contra esses potenciais antígenos

candidatos à vacina de P. vivax, envolvidos na invasão de reticulócitos, (EBP2 e o imunógeno

sintético da DBPII - DEKnull-2, epítopos conservados), além da proteína altamente

imunogênica MSP1-19, em uma população exposta uma única vez a esse parasito.

Nossos resultados mostraram que uma única exposição ao P. vivax não foi suficiente

para induzir anticorpos IgM significativos contra EBP2, DEKnull-2 ou DBPII. Em

contrapartida, para MSP1-19, a resposta de anticorpos IgM apresentou o pico no momento do

surto de malária, caindo progressivamente ao longo dos 12 meses; enquanto a resposta de

anticorpos IgG foi menor incialmente, mas atingindo mais de 90% de positividade aos 3 meses,

permanecendo estável ao longo do acompanhamento. Esses resultados estão de acordo com a

literatura onde é consenso que numa primo-infecção a um determinado patógeno, o primeiro

isotipo de imunoglobulina a ser induzida para conter a infecção, é a IgM que, rapidamente cai

após a fase aguda da doença, sendo precedido pela produção de IgG, anticorpo de maior



afinidade e associado a memória imunológica (KEYT et al., 2020; LIU et al., 2019; TOMARAS

et al., 2008; WANG; COLIGAN; MORSE, 2016).

Nossos resultados mostraram ainda que uma única e rápida exposição ao P. vivax não

foi suficiente para induzir anticorpos IgG contra EBP2, DBPII e DEKnull-2. No entanto, a

proporção de respondedores para DEKnull-2 e DBPII aumentou após infecções de P. vivax

recorrentes, sugerindo a necessidade de reexposição ao parasito para indução de anticorpos IgG

antígeno-específico (efeito booster). Estes achados já eram esperados, uma vez que já é

conhecida a dependência de acúmulo de exposição à malária para o desenvolvimento de uma

resposta de anticorpos contra DBPII

et al., 2008; SOUZA-SILVA et al., 2010), possivelmente explicado pelo fato de que essa

proteína só é exposta ao sistema imune do indivíduo no momento da invasão aos reticulócitos

(ADAMS et al., 1990). Além disso, a maior frequência de respondedores com altos níveis de

anticorpos bloqueadores da interação DBPII-DARC geralmente é encontrada em indivíduos

com longa exposição à malária

et al., 2012; KING et al., 2008; SOUZA-SILVA et al., 2010). Vale ressaltar que nossos

resultados mostram ainda que a resposta de anticorpos IgG para DEKnull-2 foi estável a partir

de 3 meses ao passo que para DBPII a resposta oscilou; enquanto no sexto mês apenas 25% dos

indivíduos permaneceram com anticorpos detectáveis contra DBPII, 75% ainda eram positivos

para DEKnull-2. Esses resultados com DEKnull-2 reforçam seu potencial, pois já foi

demonstrado que os anticorpos contra DBPII adquiridos naturalmente tendem a ser de curta

duração e variante-específica (CERAVOLO et al., 2009; COLE-TOBIAN et al., 2009). Além

disso, estudos prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que a resposta de anticorpos IgG

contra DEKnull-2 em indivíduos com longa exposição à malária da Amazônia brasileira, são

estáveis, apresentando também níveis de IgG superiores comparados com DBPII (MEDEIROS

et al., 2020; NTUMNGIA et al., 2017; PIRES et al., 2018). Inclusive, foi observada associação

entre a resposta de anticorpos IgG contra DEKnull-2 e anticorpos bloqueadores da interação

DBPII-DARC (BIAbs) (ALVES et al., 2021), estando altos níveis de BIAbs associados a

proteção clínica (KING et al., 2008; NICOLETE et al., 2016). Portanto, nossos achados

reforçam o potencial da DEKnull-2 como candidato à vacina contra P. vivax.

De forma inesperada, não foi possível detectar anticorpos IgG contra EBP2 mesmo após

infecções de P. vivax recorrentes, como observamos para DBPII/DEKnull-2. Embora as razões

para a ausência do efeito booster sobre a resposta de anticorpos IgG contra a EBP2 em



primoinfectados de P. vivax não sejam conhecidas, especulou-se a possibilidade da influência

de polimorfismos no gene ebp2, já que um estudo conduzido em amostras do Sudeste Asiático

sugeriu que a região II da EBP2 é altamente polimórfica (HAN et al., 2020). No entanto, para

os nossos dados o polimorfismo no gene ebp2 não parece explicar a baixa imunogenicidade da

EBP2, já que o alelo ebp2 do surto de P. vivax apresentou alta identidade com o isolado

referência C127 (HESTER et al., 2013) utilizado neste estudo como proteína recombinante para

detecção de anticorpos. Os dois isolados diferiram apenas por um único polimorfismo de

nucleotídeo (G1057A), uma mutação não sinônima na posição 353 da proteína (E353K).

Uma explicação mais plausível para a baixa imunogenicidade da EBP2 nos indivíduos

primoinfectados pelo P. vivax pode estar relacionada à especificidade da célula hospedeira,

como demonstrado por Ntumngia e colaboradores (2016), onde as características da ligação da

EBP2 nos reticulócitos são muito mais restritas comparado à DBPII. A proteína EBP2 se liga

preferencialmente em reticulócitos Duffy positivos muito jovens (CD71high ) geralmente

localizados na medula óssea (PARMLEY; HAJDU; DENYS, 1983). Outra explicação que pode

contribuir para a baixa imunogenicidade da EBP2 é que a invasão de reticulócitos pelos

Plasmodium spp leva menos de um minuto (COWMAN et al., 2017; DVORAK et al., 1975;

WEISS; CRABB; GILSON, 2016), e assim como outros membros da família DBL, a EBP2

pode ser liberada e exposta ao sistema imune por um curto período (ADAMS et al., 1990;

COWMAN; CRABB, 2006; SINGH et al., 2006). Dessa forma, múltiplas infecções por P. vivax

são necessárias para induzir uma resposta de anticorpos específica e significativa. De fato, esta

evidência suporta nossos achados de baixa imunogenicidade a EBP2 após uma primeira

infecção por P. vivax seguida por um alto reconhecimento após exposição prolongada à malária

na região da Amazônia, onde a frequência da resposta de IgG contra a EBP2 variou de 35% a

92%, conforme o número prévio de episódios de malária.

A baixa imunogenicidade da EBP2 também foi descrita anteriormente em crianças da

PNG, onde os níveis totais de IgG variaram de 4,0% a 16,5% atingindo >25% e >5% dos níveis

de adultos hiperimunes, respectivamente (HE et al., 2019). No entanto, os níveis de anti-EBP2

foram positivamente correlacionados com a idade e exposição cumulativa (HE et al., 2019).

Alta frequência de respondedores IgG para EBP2 foi demonstrada em primatas neotropicais,

onde a soropositividade foi maior em animais de vida livre quando comparados com os de

cativeiro, sugerindo que a exposição intensa à picada de mosquito pode levar a alta frequência

de resposta de anticorpos IgG contra essa proteína (ASSIS et al., 2021). Além disso, em estudo

preliminar do nosso grupo, mostrou que indivíduos residentes de área endêmica com longa



exposição à malária apresentaram 60% de frequência de anticorpos IgG contra a EBP2, o qual,

foi estável no período de 7 anos de acompanhamento (TORRES, 2017). Em adição, nossos

achados são reforçados, uma vez que a variável relacionada à exposição cumulativa foi

associada ao risco de ter anticorpos específicos contra os ligantes de P. vivax.

Nossos resultados contribuem para validar o potencial do imunógeno DEKnull-2,

construído para contornar a limitação da DBPII devido aos polimorfismos na região do ligante.

Além disso, mostra que a resposta de anticorpos naturalmente contra a EBP2 é adquirida mais

lentamente. Considerando que a combinação de anticorpos EBP2/DBPII foi associada a um

risco reduzido de doença clínica (FRANÇA et al., 2017; HE et al., 2019) mais estudos

funcionais se fazem necessários para avaliar a capacidade dos anticorpos IgG contra EBP2

bloquear a invasão de reticulócitos de P. vivax podendo assim ser incluído em uma combinação

vacinal usando proteínas de estágio sanguíneo contra esse parasito.

6.2 Estabelecimento de memória imunológica de longa duração aos antígenos
relacionados à invasão pelo P. vivax após exposição única

A compreensão do desenvolvimento e manutenção da memória imunológica de vida

longa é o principal foco dos estudos direcionados para o desenvolvimento de vacinas,

principalmente direcionadas para vacinas baseada em antígenos de fase sanguínea de

Plasmodium spp que visam a produção de anticorpos neutralizantes (BEESON et al., 2019;

HOFFMAN et al., 2015; MUELLER; SHAKRI; CHITNIS, 2015). Na malária causada pelo P.

vivax estudos direcionados para a compreensão dos fatores e mecanismos envolvidos no

estabelecimento da ainda são

escassos, principalmente em população sob única exposição, onde excluem-se a influência de

infecções prévias, e reações cruzadas conferidas pela coinfecção entre as espécies P. falciparum

e P. vivax (GNIDEHOU et al., 2018; MITRAN et al., 2019).

Nesta parte do estudo, avaliamos a duração da imunidade naturalmente adquirida

(anticorpos e células B de memória) contra os antígenos de P. vivax DBPII, DEKnull-2, e

MSP1-19 após 13 anos da exposição a esse parasito. Os nossos resultados mostram que não foi

possível manter níveis de anticorpos antígeno-específicos detectáveis após 13 anos da

exposição única ao P. vivax, até mesmo contra aMSP1-19.



No entanto, corrobora com os

dados que demonstraram que imunidade naturalmente adquirida contra a maioria dos antígenos

do parasito da malária é de vida curta (AKPOGHENETA et al., 2008; CROMPTON et al.,

2010) e estabelecida após repetidas exposições ao parasito, sendo perdida na ausência de

reexposição (LANGHORNE et al., 2008; MARSH; KINYANJUI, 2006). O rápido declínio ou

a ausência completa dos níveis de anticorpos contra as proteínas da fase sanguínea do parasito

sugerem estabelecimento deficiente das células B de memória (MBCs) ou de células

plasmáticas de vida longa (LANGHORNE et al., 2008), uma vez que essas células são

responsáveis pela produção de anticorpos (INOUE; SHINNAKASU; KUROSAKI, 2022;

0).

No presente estudo, MBCs especificas para DBPII, DEKnull-2 e MSP1-19 foram

diferenciadas em células secretoras de anticorpos (ASCs) no grupo exposto (caso e não caso)

após 13 anos, um longo período sem reexposição ao parasito, o que indica que MBCs contra

antígenos de P. vivax foram induzidas pela única e rápida exposição a esse parasito. Esta

conclusão é possível, uma vez esses indivíduos residentes de área não endêmica, não viajaram

e/ou tiveram risco de infecção malárica após o surto de P. vivax. Resultados semelhantes foram

mostrados em viajantes que retornaram da África com malária e, embora níveis de anticorpos

específicos não foram mais detectáveis após 16 anos da exposição, MBCs especificas para

MSP1 de P. falciparum foram detectadas (NDUNGU et al., 2013). Outros estudos realizados

em menores tempo de acompanhamento relacionado ao P. vivax, também demonstraram

resultados semelhantes, onde foi observada baixa resposta de anticorpos séricos com detecção

de MBCs antígeno-especificas (CHANGROB et al., 2018; KOCHAYOO et al., 2019a, 2019b;

WIPASA et al., 2010). Mais especificamente, foi observada redução da positividade da resposta

de anticorpos contra DBPII, aos 3 anos sem reexposição ao P. vivax, mas 95% (18/19) dos

indivíduos apresentaram MBCs especificas (CHANGROB et al., 2018). Em nosso trabalho,

após 13 anos sem reexposição ao P. vivax, ainda foi possível detectar MBCs especificas em

33% dos indivíduos que tiveram malária aguda por esse parasito. Um outro estudo também

mostrou que a resposta de anticorpos contra proteínas de roptria de P. vivax (RALP1 e RhopH2)



não foram mais detectados após 18 meses, no entanto, em 70% dos indivíduos MBCs antigen-

específicas foram detectadas (KOCHAYOO et al., 2019b).

No nosso trabalho, a maior proporção de ASCs específicas, encontrada foi obtida para

MSP1-19 comparado a DBPII e DEKnull-2, o que era esperado, já que aMSP1-19 foi a proteína

mais imunogênica entre as avaliadas (DBPII, DEKnull-2) ao longo de 12 meses. Os maiores

níveis de ASCs específicas foram observados para DEKnull-2 quando comparado a DBPII,

reforçando o potencial da DEKnull-2 como imunógeno sintético baseado em DBPII. Nenhum

outro estudo, avaliou a resposta de MBCs principalmente de longa duração específicas para

DEKnull-2, conhecimento esse de suma importância no desenvolvimento de uma vacina. Em

conjunto, esses resultados apontam que a avaliação de anticorpos ou MBCs de forma isolada

pode não refletir a resposta imune contra a malária. Contudo, o entendimento da reativação

dessas células e sua participação frente a uma reexposição ao parasito necessitam de mais

estudos para serem elucidados.

Em nossos resultados não era esperado que indivíduos do grupo exposto não caso

apresentassem resposta de ASCs antígeno-específica positiva. No entanto, um indivíduo não

caso apresentou anticorpos IgM e ASCs detectáveis para os antígenos avaliados. Esses achados

sugerem que exposição ao P. vivax possam ter ocorrido de forma assintomática, embora não

sejam comum essa forma de apresentação clínica em indivíduos sem exposição prévia, como

no presente estudo. No entanto, não podemos desconsiderar a presença de mecanismos inatos

de resistência à malária como, por exemplo, anemia falciforme e talassemia (ALLEN et al.,

1997; TEO; WONG, 1985), que não foram avaliados na nossa população de estudo.

Visto que indivíduos expostos uma única vez ao P. vivax são capazes de produzir e

manter MBCs específicas, o próximo passo foi avaliar quais as subpopulações de MBCs

envolvidas na resposta de longa duração contra DBPII e DEKnull-2. No entanto, após cinco

dias sob estímulo com ambas as proteínas com PBMCs dos grupos expostos (caso, não caso) e

não exposto, nenhuma alteração significativa no balanço entre as subpopulações de células B

avaliadas foi observada, incluindo asMBCs ou células plasmáticas. Esses resultados contrastam

com os encontrados por JOYNER e colaboradores (2019) que observaram um aumento nas

células B diferenciadas (Switched IgG+) e níveis de anticorpos circulantes séricos em primatas

não humanos infectados com P. cynomolgi sob reexposição (recaídas e reinfeções homólogas)

que foram associados com redução dos sintomas.



Apesar de não termos observado aumento significativo das subpopulações de células B

em nossos experimentos, o que pode ser explicado pela baixa frequência de MBCs específicas

circulantes após ausência prolongada de exposição ao P. vivax, a correlação entre a resposta de

anticorpos, MBCs antígeno-específicas (ELISpot) e subpopulação de células B

(imunofenotipagem) indicou uma tendência de correlação positiva entre anticorpos IgG e

MBCs IgG+ e MBCs IgM+. Mais especificamente, o perfil de correlação com a DBPII foi

associado as MBCs atípicas expressando IgM, enquanto para DEKnull-2 foi associado com

MBCs clássicas (IgG+ e IgM+) e células plasmáticas. Interessantemente um trabalho anterior

do nosso grupo avaliou

papel das MBCs atípicas na malária não ainda está claro.

Os estudos mostraram que as MBCs atípicas tem reduzida expressão de IgG na sua superfície

celular, baixa taxa de proliferação e aumento de expressão de receptores inibitórios que podem

comprometer o funcionamento correto do receptor de células B (BCR) (PORTUGAL et al.,

2015; SULLIVAN et al., 2015), o que poderia justificar uma resposta de anticorpos não estável,

diferente da DEKnull-2, onde anticorpos tiveram correlação significativa com as MBCs

clássicas e células plasmáticas. Assim, nossos resultados sugerem que a proteína DEKnull-2

pode ser mais eficiente na indução de uma resposta de anticorpos neutralizantes e no

estabelecimento de MBCs comparado a DBPII. No entanto, mais estudos são necessários para

elucidar o papel das MBCs atípicas na malária.

Ainda neste trabalho, realizamos um experimento piloto para avaliar o perfil da

expressão diferencial de genes relacionados à imunidade inata e adaptativa sob estímulo com

DBPII nos indivíduos casos e não-caso, para compreender os fatores associados com a resposta

imune de longa duração. Embora ainda preliminar foi possível identificar cinco fatores de

transcrição diferencialmente expressos positivamente (up-regulados) nos dois grupos estudados



(caso e não caso). O perfil de genes diferentemente expressos positivamente em PBMC

estimulados com DBPII do grupo não-caso, foram associados a processos biológicos

inespecíficos que estariam ativando principalmente mecanismos da resposta imune inata. No

entanto, o perfil de genes up-regulados nos indivíduos que tiveram infecção pelo P. vivax,

(STAT6, FOXP3, IRF7, RORF e IL-13) estão envolvidos na ativação e diferenciação de células

T CD4+, regulação da produção e recombinação de imunoglobulinas, descritos como fatores

envolvidos em via de ativação da resposta imune adaptativa (CROTTY, 2014; DEN HAAN;

ARENS; VAN ZELM, 2014; INOUE; SHINNAKASU; KUROSAKI, 2022). Em acordo com

os nossos resultados, um estudo de persistência de MBCs especificas para DBPII após 8 a 10

semanas pós infecção pelo P. vivax, identificou um aumento dos níveis de IFN-gama, IL-10,

IL-2 e frequência de células CD4+ (CHANGROB et al., 2015). Com base nos resultados

preliminares, nos futuros estudos a inclusão da avaliação de resposta de células T CD4+ são

necessários para melhor entendimento da resposta imune adquirida contra o P. vivax.



7. CONSIDERAÇÕES FINAIS

A EBP2 é pouco imunogênica após única e rápida exposição ao P. vivax,mas altamente

imunogênica sob longa exposição;

Infecções de P. vivax recorrentes melhoram a resposta de anticorpos IgG contra

DEKnull-2 e DBPII,

A resposta de anticorpos IgG DEKnull-2 é mais estável o que reforça o potencial como

candidato vacinal;

Anticorpos IgG antígeno-específicos não são mais detectáveis após 13 anos da

exposição ao P. vivax, diferentemente das MBCs antígeno-específicas

Genes diferentemente expressos em indivíduos que tiveram infecção pelo P. vivax

(caso) estão relacionados à imunidade adaptativa.
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ANEXO I - Questionário aplicado aos indivíduos participantes do estudo

Data ____/____/______
Paciente N0 ______
Nome ______________________________________________________________________
Idade____________________ Sexo (1) F (2) M Cor (1) branca (2) parda (3) negra
Município de Residência _______________________________
Endereço____________________________________________________________________
Telefone de contato ____________________

No momento da coleta:
Malária aguda (1) sim (2) não (3) duvidoso Espécie: ________

Optimal realizado? (1) sim (2) não Resultado (1) positivo (2) negativo (3) duvidoso
Resultado da lâmina: ________________ parasitemia_______________________

Você teve malária (1) sim (2) não (3) duvidoso
Quantas vezes? _______________________________________________________
Espécie da última malária? (1) P.vivax (2) P.falciparum (3) não sabe (9) não se aplica
Quando foi sua última malária?________________________________________
Teve Sintomas (1) sim (2) não Quais?____________________________________________
Você concluiu o tratamento (1) sim (2) não (3) não sabe (9) não se aplica
Há quanto tempo_____________________________________________________________
Você chegou a ser hospitalizado por malária? (1) Sim (2) Não (3) Não sabe (9) Não se aplica
Se sim, por quanto tempo?______________________________________________________
Município de contágio?________________________________________________________
Como você pegou malária?_____________________________________________________
Você reside nessa área? (1) Sim (2) Não

Há quantos anos você reside nessa área?___________________________________________
Apresentou nos últimos cinco anos, alguma doença grave?
(1) Sim (2) Não (3) Não sabe (9) Não se aplica
Se sim, qual?___________________________________
Está gripado ou com alguma infecção?
(1) Sim (2) Não (3) Não sabe (9) Não se aplica
Sinais/sintomas?______________________________________________________________
Está fazendo uso de algum medicamento?
(1) Sim (2) Não (3) Não sabe
Se sim, qual?____________________________________
Se sim, há quanto tempo__________________________________________________
Você sabe como transmite a malária?_________________________________________
Obs:______________________________________________________________________________
______________________________________________________________________________



ANEXO II - Termo de consentimento livre e esclarecido assinado por todos os

participantes do estudo

Laboratório de Malária

Você está sendo convidado para participar da Avaliação da
imunidade natural de longa-duração à proteínas recombinantes do Plasmodium vivax que

, que será
coordenado pela Dra. Luzia Helena Carvalho, pesquisadora do Centro de pesquisas René
Rachou da Fundação Oswaldo Cruz (IRR/FIOCRUZ) de Belo Horizonte, Minas Gerais

Você foi selecionado para participar deste projeto de pesquisa porque reside na
comunidade de Sousa, Distrito de Rio Manso, onde aconteceu um surto de malária (doença
transmitida pela picada de mosquitos) em 2003. Mais especificamente, você ou alguém da sua
família teve a doença naquela ocasião. Entretanto, sua participação não é obrigatória. A
qualquer momento você pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa não
trará nenhum prejuízo em sua relação com a equipe da pesquisa ou com a Instituição.

O objetivo deste estudo é saber se o seu sistema imune (que é a parte do seu corpo que
é responsável por combater os micróbios) ainda lembra que você teve a doença (esta lembrança
do seu organismo é chamada de memória). Isto é importante para saber se as vacinas que estão
sendo desenvolvidas podem ser eficientes para induzir esta memória (sem isto as vacinas podem
não ser protetoras contra a doença).

Caso você aceite participar, a sua participação nesta pesquisa consistirá em responder a
um questionário onde constam perguntas, tais como, sua idade, se teve ou não a doença na
época, se visitou áreas da Amazônia (onde existe a doença). Além disto iremos coletar o seu
sangue. Vamos coletar cerca de 3 tubos de sangue (10 ml cada, isto é, cada tubo corresponde a
cerca de uma colher de sopa de sangue). Esta quantidade de sangue retirada não causa nenhum
problema a sua saúde. A coleta de sangue vai ser realizada com tubos descartáveis e todo o
material também é descartável, incluindo agulhas e as luvas usadas pela nossa equipe de
pesquisa. A coleta de sangue pode gerar um certo desconforto no momento da picada da agulha

providências serão tomadas para diminuir ao máximo estas possibilidades. Nossa equipe sabe
coletar bem o sangue e temmuita experiência nisto. Além do material ser descartável nós vamos
limpar bem a sua pela com álcool (fazer assepsia), no local da picada, para evitar a
possibilidade de contaminação no momento da coleta. Caso a coleta de sangue deixe uma
rouxidão no seu braço, este efeito é temporário e não vai ficar muito tempo no seu braço. Mas,
caso esta coleta de sangue leve a algum dano permanente em você, nós vamos indenizá-lo de
acordo com os temos legais vigentes no Brasil

Você ou sua comunidade não terão nenhum benefício direto e imediato relacionado a esta



pesquisa. Mas, a sua contribuição neste estudo é importante porque este estudo poderá
contribuir para o desenvolvimento futuro de uma vacina contra a malária. Você também
poderá ter acesso aos resultados da nossa pesquisa. Para isto basta que entre em contato conosco
e nós podemos lhe explicar os resultados pessoalmente, por escrito ou por telefone.

O material que sobrar do seu sangue, nós estamos pedindo a sua autorização para não
jogar fora, mas guardar apropriadamente no nosso laboratório. Este material (resto do seu
sangue) será mantido a baixas temperaturas para ser conservado e poderá ser usado em
pesquisas futuras relacionadas a este projeto. Caso nós decidirmos fazer outro projeto de
pesquisa, nós voltaremos e iremos pedir novamente a sua autorização para usar o sangue
estocado. Quando isto acontecer você poderá aceitar ou não que utilizaremos o seu sangue
guardado. Você será sempre o dono da sua amostra guardada no nosso laboratório e nós
seremos apenas os guardiões e vamos cuidar para que esta amostra de sangue seja bem
preservada ao longo dos anos. A qualquer momento também você poderá nos solicitar que não
guarde mais o material proveniente do seu sangue. Neste caso, nos descartaremos
apropriadamente a sua amostra..

As suas informações obtidas mediante essa pesquisa serão confidenciais e asseguramos
o sigilo sobre sua identidade Os dados não serão divulgados de forma a possibilitar sua
identificação, sendo o seu sangue e os dados obtidos identificadas com um código, conhecido
somente pelo responsável por esta pesquisa.

Você receberá uma cópia deste termo onde consta os telefones e o endereço institucional
do coordenador desta pesquisa (Dra. Luzia Helena Carvalho) e do Comitê de Ética em Pesquisa
com seres humanos da nossa instituição (Dr. Naftale Katz, Presidente), e você poderá a qualquer
momento nos ligar para tirar suas dúvidas sobre sua participação, esta pesquisa ou a doença.

______________________________________
Luzia Helena Carvalho
Coordenadora do Projeto
Centro de Pesquisas René Rachou Fiocruz-MG
Av. Augusto de Lima, 1715, Barro Preto, CEP: 30190-002 Belo Horizonte
Fone (31) 3349-7793 / (31) 91974144
Comitê de Ética, Presidente, Dr. Naftale Katz: (31) 3349-7825

Declaro que entendi os objetivos, riscos e benefícios de minha participação na pesquisa e
concordo em participar.

Sousa, ______ de ______________ de 20__

______________________________________
Nome do voluntário da pesquisa

_________________________________Assinatura do voluntário



ANEXO III Lista de gene avaliados no PCRarray

Símbolo Descrição
APCS Amyloid P component, serum
C3 Complement component 3
CASP1 Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta, convertase)
CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2
CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5
CCR4 Chemokine (C-C motif) receptor 4
CCR5 Chemokine (C-C motif) receptor 5
CCR6 Chemokine (C-C motif) receptor 6
CCR8 Chemokine (C-C motif) receptor 8
CD14 CD14 molecule
CD4 CD4 molecule
CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5
CD40LG CD40 ligand
CD80 CD80 molecule
CD86 CD86 molecule
CD8A CD8a molecule
CRP C-reactive protein, pentraxin-related
CSF2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)
CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10
CXCR3 Chemokine (C-X-C motif) receptor 3
DDX58 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58
FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
FOXP3 Forkhead box P3
GATA3 GATA binding protein 3
HLA-A Major histocompatibility complex, class I, A
HLA-E Major histocompatibility complex, class I, E
ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1
IFNA1 Interferon, alpha 1
IFNAR1 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1
IFNB1 Interferon, beta 1, fibroblast
IFNG Interferon, gamma
IFNGR1 Interferon gamma receptor 1
IL10 Interleukin 10
IL13 Interleukin 13
IL17A Interleukin 17A
IL18 Interleukin 18 (interferon-gamma-inducing factor)
IL1A Interleukin 1, alpha
IL1B Interleukin 1, beta
IL1R1 Interleukin 1 receptor, type I
IL2 Interleukin 2
IL23A Interleukin 23, alpha subunit p19
IL4 Interleukin 4
IL5 Interleukin 5 (colony-stimulating factor, eosinophil)
IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2)
CXCL8 Interleukin 8
IRAK1 Interleukin-1 receptor-associated kinase 1
IRF3 Interferon regulatory factor 3
IRF7 Interferon regulatory factor 7



ITGAM Integrin, alpha M (complement component 3 receptor 3 subunit)
JAK2 Janus kinase 2
LY96 Lymphocyte antigen 96
LYZ Lysozyme
MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1
MAPK8 Mitogen-activated protein kinase 8
MBL2 Mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble
MPO Myeloperoxidase
MX1 Myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible protein p78 (mouse)
MYD88 Myeloid differentiation primary response gene (88)
NFKB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
NFKBIA Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
NLRP3 NLR family, pyrin domain containing 3
NOD1 Nucleotide-binding oligomerization domain containing 1
NOD2 Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2
RAG1 Recombination activating gene 1
RORC RAR-related orphan receptor C
SLC11A1 Solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion transporters), member 1
STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa
STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response factor)
STAT4 Signal transducer and activator of transcription 4
STAT6 Signal transducer and activator of transcription 6, interleukin-4 induced
TBX21 T-box 21
TICAM1 Toll-like receptor adaptor molecule 1
TLR1 Toll-like receptor 1
TLR2 Toll-like receptor 2
TLR3 Toll-like receptor 3
TLR4 Toll-like receptor 4
TLR5 Toll-like receptor 5
TLR6 Toll-like receptor 6
TLR7 Toll-like receptor 7
TLR8 Toll-like receptor 8
TLR9 Toll-like receptor 9
TNF Tumor necrosis factor
TRAF6 TNF receptor-associated factor 6
TYK2 Tyrosine kinase 2
ACTB Actin, beta
B2M Beta-2-microglobulin
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
RPLP0 Ribosomal protein, large, P0
HGDC Human Genomic DNA Contamination
RTC Reverse Transcription Control
RTC Reverse Transcription Control
RTC Reverse Transcription Control
PPC Positive PCR Control
PPC Positive PCR Control
PPC Positive PCR Control


